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O envenenamento por aranhas do gênero Loxosceles, popularmente 
conhecidas como aranhas marrons, é um problema de saúde pública em muitas 
regiões do Brasil, onde foram notificados 7.992 casos e 9 óbitos no ano de 2017. As 
espécies mais comumente envolvidas em acidentes no Brasil são L. intermedia, L. 
gaucho e L. laeta. O loxoscelismo é uma síndrome necrótica-hemolítica causada pela 
picada de aranha marrom, que, em casos raros, pode levar ao óbito. O veneno de 
Loxosceles é formado por uma mistura complexa de toxinas, e é rico em proteínas, 
enzimas e peptídeos. Entre essas enzimas destacam-se as fosfolipases-D (FLD), ou 
toxinas dermonecróticas; sozinhas elas podem reproduzir experimentalmente a 
maioria dos sintomas do loxoscelismo. Apesar de os acidentes com aranhas marrons 
serem um problema de saúde pública, uma terapia definitiva ainda não foi 
estabelecida. A soroterapia heteróloga ainda é o método que apresenta o maior 
potencial terapêutico, porém, por diversos fatores, ainda é uma terapia muito limitada, 
não é isenta de riscos, é de difícil obtenção e causa sofrimento ao animal produtor do 
soro. Tendo em vista a necessidade de se pensar em métodos alternativos aos já 
existentes uma estratégia preventiva poderia ser aplicada em regiões onde o 
loxoscelismo é endêmico, em pessoas que já utilizaram qualquer soro heterólogo de 
origem equina ou em pacientes não elegíveis para a soroterapia. Portanto, este 
projeto teve como objetivo o uso de FLDs mutadas recombinantes como imunógenos 
de um composto vacinal capaz de proteger coelhos e camundongos frente ao veneno 
das espécies de Loxosceles. As proteínas mutadas recombinantes escolhidas como 
antígenos para a formulação vacinal (Y228A L. intermedia, E32A/D34A L. gaucho e 
H12A/H47A L. laeta) apresentaram alto potencial imunogênico, perda da atividade 
esfingomielinásica e da capacidade de desenvolver dermonecrose. Na sequência, 
foram realizados testes para avaliar o efeito protetivo promovido por esses antígenos 
frente ao veneno loxoscélico. Coelhos vacinados com diferentes formulações vacinais 
foram desafiados com os venenos loxoscélicos em ensaios de dermonecrose e 
avaliações hematológicas e bioquímicas foram realizadas. Foram observadas 
reduções expressivas em eritema, equimose e dermonecrose nos animais vacinados 
em relação aos animais não vacinados (controles negativo). A vacinação foi capaz de 
causar reduções de até 95% em edema. Parâmetros hematológicos indicaram uma 
grande produção de linfócitos nos animais vacinados após o desafio com os venenos 
loxoscélicos, indicando uma resposta imunológica. Ainda, parâmetros bioquímicos 
não indicaram sinais contundentes de danos renais e hepáticos causados pelos 
venenos, nem nos animais controle negativo. O efeito protetivo da vacinação frente 
aos danos sistêmicos do envenenamento foi mais bem avaliado em camundongos. A 
vacinação nesses animais promoveu 79% de proteção frente à letalidade causada 
pelo veneno de L. intermedia em 72 horas. No mesmo tempo, camundongos controle 
negativo apresentaram 100% de letalidade. Os resultados obtidos no presente estudo 
comprovam a eficácia e segurança no uso de FLDs mutadas recombinantes como 
antígenos. Isso ressalta o potencial dessas moléculas como bioferramentas para o 
desenvolvimento de novos tratamentos para o loxoscelismo, como vacinação ou 
soroterapia de segunda geração. 
 





Envenomation by Loxosceles spiders, popularly known as brown spiders, is a 
public health problem in many regions of Brazil, where 7,992 cases and 9 deaths were 
reported in 2017. The species most commonly involved in accidents in Brazil are L. 
intermedia, L. gaucho and L. laeta. Loxoscelism is a necrotic-hemolytic syndrome 
triggered by the brown spider bite, which, in rare cases, can lead to death. Loxosceles' 
venom consists of a complex mixture of toxins enriched in proteins, enzymes and 
peptides. However, phospholipases-D (PLD), or dermonecrotic toxins, can be 
considered the most important toxin of this venom, since they can reproduce 
experimentally the majority of symptoms of loxoscelism. A definitive therapy is not yet 
established. Serum therapy is the method that has the greatest therapeutic potential; 
however, it is still very limited. It is not risk-free, difficult to obtain and causes animal 
suffering during the production. In attempt to establish new methods, a preventive 
strategy could be applied in areas where loxoscelism is endemic, in people who had 
already used any heterologous serum of equine origin, as well as in people not eligible 
to use serum therapy. In this context, this work proposes the use of recombinant 
mutated PLDs as antigens in a vaccine capable to protect rabbits and mice from the 
action of Loxosceles venom. The recombinant mutated PLDs chosen as antigens 
(LiRec Y228A, LgRec E32A/D34A and LlRec H12A/H47A) showed a high 
immunogenic potential, lost their capacity to hydrolyze sphingomyelin and to develop 
dermonecrosis. Then these proteins were used to evaluate if they were able to elicit 
some protective response against Loxosceles venom. For this, rabbits were 
administered with different vaccine formulations and then challenged with whole 
venom. Hematological and biochemical parameters were also evaluated. Reductions 
of up to 95% in edema and a significant decrease in erythema, bruise and 
dermonecrosis were observed in vaccinated animals when compared to negative 
control animals. Hematological findings showed a large production of lymphocytes in 
vaccinated animals after the challenge with Loxosceles venom, suggesting a 
stimulation of immune system. In addition, biochemical parameters did not indicate 
strong signs of kidney and liver damage caused by envenomation, even in negative 
control animals. The systemic damage induced by the venom was better evaluated in 
mice. Vaccination in these animals provided 79% of protection against the lethality 
caused by the L. intermedia venom in 72 hours. At the same time, negative control 
mice showed 100% lethality. Results showed in the present study evidence the efficacy 
and safety of using recombinant mutated PLDs as antigens. This highlights the 
potential of these molecules as bio tools for development of new treatments for 
loxoscelism, such as vaccines or second-generation serum therapy. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
 CONTEXTUALIZAÇÃO  
 
As aranhas do gênero Loxosceles, pertencentes a família Sicariidae, são 
popularmente conhecidas como aranhas marrons por apresentarem coloração que 
varia do marrom claro ao escuro (da SILVA et al., 2004). As espécies de maior 
importância médica e mais frequentemente identificadas em acidentes são a L. laeta 
(encontrada em toda a América do Sul), L. intermedia (encontrada no Brasil e 
Argentina) e L. gaucho (encontrada no Brasil) (ISBISTER & FAN, 2011; FISCHER et 
al., 2009; MARQUES-DA-SILVA & FISCHER, 2005). 
O grupo de sinais e sintomas desenvolvidos após o acidente com aranhas do 
gênero Loxosceles são chamados de loxoscelismo. O loxoscelismo é um problema de 
saúde pública no Brasil, com 7.992 casos e 9 óbitos notificados ao SINAN-MS 
(Sistema de Informação de Agravo de Notificação, Ministério da Saúde) no ano de 
2017 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). Este, apresenta-se de maneira cutânea ou 
dermonecrótica na maioria dos casos, porém, também pode se desenvolver como um 
quadro cutâneo-visceral ou sistêmico, onde ocorrem distúrbios hematológicos e renais 
que podem levar o acidentado à morte (ISBISTER & FAN, 2011; FUTRELL, 1992).  
O veneno de Loxosceles sp. é formado por uma mistura complexa de toxinas 
ricas em proteínas, enzimas e peptídeos (GREMSKI et al., 2014; SENFF-RIBEIRO et 
al., 2008). Dentre essas toxinas, destacam-se as fosfolipases-D (FLDs) ou toxinas 
dermonecróticas, enzimas capazes de hidrolisar um amplo espectro de fosfolipídios 
(APPEL et al., 2008; LEE & LYNCH, 2005). 
As FLDs são importantes ferramentas para entender o funcionamento do 
veneno de Loxosceles, isso porque sozinhas podem reproduzir experimentalmente a 
maioria dos sintomas do loxoscelismo cutâneo e sistêmico (CHAVES-MOREIRA et 
al., 2017). 
 Apesar da importância desse envenenamento no Brasil e em outros países, 
ainda não existem critérios unânimes quanto ao melhor esquema terapêutico no 
tratamento do loxoscelismo e uma terapia definitiva ainda não foi estabelecida 





Tendo em vista a necessidade de se pensar em métodos alternativos aos já 
existentes, uma estratégia preventiva poderia ser aplicada em regiões onde o 
loxoscelismo é endêmico, em pessoas que já utilizaram qualquer soro heterólogo de 
origem equina (aumento do risco de reações adversas). Porém, devido à alta 
toxicidade do veneno bruto de Loxosceles ou formas ativas recombinantes de 
fosfolipases-D (FLDs) não é possível usá-los como antígenos nesse esquema 
preventivo. Para resolver esse problema, o uso de FLDs recombinantes mutadas 
inativas apresenta-se como uma alternativa para gerar vacinas protetivas frente ao 
loxoscelismo.  
Além da estratégia preventiva, o uso de FLDs inativas poderia ser aplicado para 
o desenvolvimento de uma soroterapia de segunda geração ou otimização da 
soroterapia comercial já existente. Isso porque são relatados alguns problemas na 
produção do anti-soro comercial, como a obtenção do veneno loxoscélico e o 
sofrimento dos animais produtores (FIGUEIREDO et al., 2014).   
 Estudos anteriores já suportam o uso de imunógenos alternativos em vacinação 
e na produção de soro-antiloxoscélico e demonstraram o potencial antigênico das 
FLDs (LIMA et al., 2018; DIAS-LOPES et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2014; 
FELICORI et al., 2009; OLVERA et al., 2006; ALVARENGA et al., 2003; ARAUJO et 
al., 2003; BARBARO et al., 1994).        
 Alguns trabalhos mostram que utilização de antígenos altamente purificados 
como por exemplo proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos geralmente 
possuem poucos componentes imuno-estimulatórios (NABEL, 2013; REED et al., 
2013). Para aumentar a resposta imunológica gerada são usados adjuvantes, como 
por exemplo o Hidróxido de Alumínio, adjuvante mais utilizado em vacinas de uso 
humano (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Por esse motivo, a formulação vacinal 
testada no presente estudo consiste na combinação de FLDs mutadas recombinantes 
e Hidróxido de Alumínio.         
 O desenvolvimento de uma vacina antiloxoscélica representaria um grande 
impacto sobre a saúde pública brasileira, uma vez que, sendo distribuída 
gratuitamente pelo Sistema Único de Saúde (SUS) auxiliaria na diminuição dos danos 
causados pelo loxoscelismo no país, principalmente em áreas endêmicas, como o 






1.2.1 Objetivo geral  
 
 Verificar a eficácia de uma vacinação em proteger animais contra os danos 
causados pelo veneno de Loxosceles utilizando fosfolipases-D inativas de diferentes 
espécies loxoscélicas como antígenos.  
 
1.2.2 Objetivos específicos 
 
 Expressar e purificar fosfolipases-D mutadas na forma recombinante com 
mutações sítio dirigidas (LiRecDT1Y228A, LlRecDT1H12/H47A e 
LgRecDT1E32/D34A) e avaliar suas atividades fosfolipásicas, biológicas e 
imunogênicas;  
 Avaliar a imunogenicidade de fosfolipases-D mutadas recombinantes como 
antígenos de uma vacina;  
 Avaliar a capacidade da vacinação em induzir a secreção de anticorpos 
neutralizantes frente ao loxoscelismo cutâneo (dermonecrose em coelhos) e 
sistêmico (letalidade de camundongos e danos renais, hepáticos e alterações 










2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 LOXOSCELES SP. 
 
 As aranhas do gênero Loxosceles, pertencentes a família Sicariidae, são 
popularmente conhecidas como aranhas marrom por apresentarem coloração que 
varia do marrom claro ao escuro, conforme a FIGURA 1 (DA SILVA et al., 2004; 
GREMSKI et al., 2014). 
 











FONTE: Adaptado de (GREMSKI et al., 2014). 
 
 
 Adaptadas à distintas condições ambientais do globo terrestre, este gênero 
possui 156 espécies amplamente distribuídas pelo mundo, estando presente nas 
Américas, Europa, África, Ásia e Oceania (WORLD SPIDER CATALOG, 2019; 
CHAVES-MOREIRA et al., 2019). Apenas na América do Sul encontram-se 54 
espécies de aranhas do gênero Loxosceles, dessas, 18 foram descritas no Brasil e 
encontram-se distribuídas pelo território nacional (WORLD SPIDER CATALOG, 
2019). 
 Acidentes com seres humanos envolvendo o gênero Loxosceles foram 
relatados em diferentes regiões do planeta (SAUPE et al., 2011; PERNET et al., 2010; 
BUCARETCHI et al., 2010; FUTRELL, 1992). As espécies de Loxosceles mais 
frequentemente identificadas em acidentes e com maior importância médica são: L. 
laeta (encontrada em toda a América do Sul), L. intermedia (encontrada no Brasil e 
Argentina) e L. gaucho (encontrada no Brasil) (ISBISTER & FAN, 2011; FISCHER et 
al., 2009).  
 O acidente humano geralmente ocorre por compressão da aranha contra o 
corpo e a picada nem sempre é percebida pela pessoa por ser pouco dolorosa, a dor 
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pode iniciar várias horas depois. A quantidade de veneno injetada no momento da 
picada é pequena, em média apenas 4 microlitros contendo entre 6 a 100 




Devido ao elevado número de casos, acidentes com aranhas-marrom são um 
importante problema de saúde pública no Brasil e em outros países da América do 
Sul, como Chile e Peru  (GREMSKI et al., 2014; GUIMARÃES et al., 2013;  
PETERSON, 2006).         
 No Brasil, os gêneros de aranhas com importância em saúde pública são: 
Loxosceles (aranha marrom), Phoneutria (aranha armadeira) e Latrodectus (viúva-
negra) (MINISTÉRIO DA SAÚDE (BRAZIL), 2001). Em 2017, foram notificados ao 
SINAN-MS (Sistema de Informação de Agravo de Notificação, Ministério da Saúde) 
12.636 casos de acidentes envolvendo essas aranhas, desses, 13 evoluíram para 
óbito. Dos casos totais de araneísmo notificados, 7.992 foram casos de loxoscelismo 
e 9 desses acidentes evoluíram para óbito (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). Dados 
que indicam que os acidentes loxoscélicos são os casos de araneísmo mais 
numerosos e potencialmente fatais no Brasil.     
 Historicamente, o sul do país registra a maior parcela dos casos de 
loxoscelismo. Em 2017 aproximadamente 83% dos casos notificados ocorreram 
nessa região (FIGURA 4). Sendo que, desses casos, 4.085 foram no estado do 
Paraná (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019), dados que indicam uma região endêmica 























FONTE: ADAPTADO DE MINISTÉRIO DA SAÚDE/SVS – SINAN NET, 2019. 
 
Clinicamente, os casos de loxoscelismo são classificados como: leves, 
moderados e graves. Casos leves apresentam lesões inacaracterísticas sem 
alterações clínicas ou laboratoriais, só é possível confirmar como caso de 
loxoscelismo através da identificação da aranha no momento do acidente. A presença 
de lesão característica ou altamente sugestiva menor que 3 centímetros sem 
alterações clínicas ou laboratoriais caracteriza os casos moderados. Já os casos 
graves podem ser cutâneos e/ou sistêmicos. Quanto ao loxoscelismo cutâneo são 
considerados casos graves os que apresentam lesão característica com presença de 
placa marmórea maior que 3 centímetros. Já os casos graves de loxoscelismo 
sistêmico são caracterizados pela presença de hemólise, independente do tamanho 
da lesão cutânea (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).      
 Quanto a classificação do caso clínico, das 7.992 notificações de loxoscelismo 
ao SINAN-MS, aproximadamente 21% dos casos foram considerados moderados (n= 
1.687) e em torno de 1% dos casos foram considerados graves (n=109).  
     
  LOXOSCELISMO 
 
O grupo de sinais e sintomas observados após uma picada de aranha marrom 
é chamado de loxoscelismo. Este pode se desenvolver de maneira cutânea ou 
dermonecrótica, podendo também apresentar um quadro cutâneo-visceral, conhecido 
como sistêmico, onde ocorrem distúrbios hematológicos e renais (ISBISTER & FAN, 




2.3.1 Loxoscelismo cutâneo 
 
A maior parte dos casos de loxoscelismo (entre 84% a 97% dos casos) são 
cutâneos, quadro clínico diretamente relacionado ao local da picada e ocorre 
principalmente pelo efeito direto do veneno sobre os componentes da membrana 
celular, membrana basal e matriz extracelular (MACHADO et al., 2005; BARBARO et 
al., 1992). A ativação do sistema complemento, migração maciça de leucócitos 
polimorfonucleares e a agregação plaquetária também estão relacionados a 
dermonecrose desenvolvida no quadro cutâneo (MACHADO et al., 2005).  
Dentre os sintomas clínicos relatados estão: Dor local, ardência, prurido, 
edema, mal-estar e febre (FUTRELL, 1992). O local da picada apresenta edema, 
eritema, equimose, isquemia do tecido local e lesões dermonecróticas com 
espalhamento gravitacional, conforme mostra a figura 3 (ISBISTER & FAN, 
2011). Perda tecidual, cicatrizes desfigurantes e infecções secundárias são as 
principais complicações do quadro clínico (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001). 
 









FONTE: Isbister & Fan (2011). 
 
Por apresentarem achados clínicos e laboratoriais semelhantes aos acidentes 
com humanos, coelhos vem sendo utilizados como modelos animais para o estudo do 
loxoscelismo (FUTRELL, 1992). Pouco tempo após a inoculação de veneno de L. 
intermedia, coelhos apresentam lesões cutâneas e até 4 dias após é observada a 
extensão máxima da lesão dermonecrótica (PAULI et al., 2009). Achados 
histopatológicos nesses animais demonstraram a instalação de um quadro 




Neste quadro estão presentes: infiltração maciça de neutrófilos na derme e até no 
tecido muscular subcutâneo, destruição dos vasos sanguíneos, trombose, 
hemorragia, mionecrose e necrose coagulativa no sangue (OSPEDAL et al., 2002). 
 
2.3.2 Loxoscelismo sistêmico 
 
Quando o veneno atravessa a barreira da pele e alcança a circulação 
sanguínea ocorre um quadro clínico denominado de loxoscelismo sistêmico. Este, é 
muito menos comum do que o loxoscelismo cutâneo, ocorre em apenas 3 a 16% dos 
casos, porém é potencialmente mais severo (BARBARO et al., 1992; FUTRELL, 
1992). 
Clinicamente, o quadro sistêmico é caracterizado por coagulação intravascular 
disseminada, hemólise intravascular (responsável pelo desenvolvimento de anemia 
hemolítica, hemoglobinúria e icterícia) e insuficiência renal aguda (IRA) (MINISTÉRIO 
DA SAÚDE, 2001; FUTRELL, 1992). Alterações vasculares, nos pulmões e fígado 
também podem ocorrer (LUNG & MALLORY, 2000). Além disso, são passíveis de 
serem encontrados: rash cutâneo, petéquias, equimose, astenia, trombocitopenia, 
episódios eméticos, alterações sensoriais, cefaleias, obnubilação, convulsões e coma 
(NGUYEN & PANDEY, 2019). A lesão dermonecrótica também pode estar presente 
(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001; FUTRELL, 1992).  
O principal fator que pode causar complicações é a IRA podendo até mesmo 
levar os pacientes a óbito (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001). A IRA caracteriza-se por 
hemoglobinúria, hematúria e proteinúria e em casos extremos pode levar a obstrução 
da luz tubular por acúmulo de proteínas ou pelo edema das células epiteliais (LUNG 
& MALLORY, 2000; FUTRELL, 1992).  
Distúrbios hematológicos também são descritos no loxoscelismo sistêmico. 
Exames laboratoriais de acidentados podem indicar hemoglobinemia, bilirrubina 
elevada, hemoglobinúria, leucocitose e proteinúria (FUTRELL, 1992).   
 Coelhos inoculados experimentalmente com veneno de L. intermedia 
mostraram que os primeiros parâmetros sistêmicos alterados pelo veneno foram a 
diminuição da contagem de plaquetas e aumento dos níveis de fibrinogênio. Além 
disso, uma intensa leucopenia, neutropenia e diminuição na série vermelha do sangue 
também foram observadas (PAULI et al., 2009).      
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 A maioria dos casos fatais de loxoscelismo ocorre em crianças e/ou estão 
associados a espécies como L. laeta, que possuem venenos possivelmente mais 
letais (de OLIVEIRA et al., 2005; GONÇALVES-DE-ANDRADE & TAMBOURGI, 2003; 
FUTRELL, 1992). Índices de letalidade de 3,6% foram descritos para os acidentes 
envolvendo L. laeta, enquanto acidentes envolvendo L. intermedia apresentaram 
índices de letalidade entre 0,2 a 0,4% dos casos (SCHENONE, 2003; MARQUES-DA-
SILVA, 2002; RIBEIRO et al., 1993).      
 Fatores como a espécie, sexo e estágio de desenvolvimento da aranha 
envolvida no acidente, quantidade de veneno inoculado e o tempo com que o 
acidentado leva para obter tratamento adequado podem estar diretamente 
relacionados com a gravidade do acidente (PAULI et al., 2009; MINISTÉRIO DA 
SAÚDE, 2001; SEZERINO et al., 1998).  
 
 O VENENO, SUAS MOLÉCULAS E MECANISMO DE AÇÃO 
 
O veneno de Loxosceles é um líquido cristalino e incolor formado por uma 
mistura complexa de proteínas, glicoproteínas, enzimas, moléculas orgânicas e 
peptídeos biologicamente ativos, com predominância de proteínas de baixa massa 
molecular, entre 5 a 40 kDA (CHAVES-MOREIRA et al., 2019; GREMSKI et al., 2014; 
SENFF-RIBEIRO et al., 2008). Juntas, essas moléculas interagem com alvos 
celulares e moleculares para desencadear os sinais e sintomas do loxoscelismo 
cutâneo e sistêmico. 
Até o momento, já foram descritas diversas moléculas no veneno loxoscélico, 
dentre essas, destacam-se: as fosfolipases-D, peptídeos com atividade inseticida e as 
proteases, como as hialuronidases, serinoproteases e metaloproteases (GREMSKI et 
al., 2014; GREMSKI et al., 2010). 
O perfil de transcritos da glândula produtora de veneno de L. intermedia revelou 
que aproximadamente 43,5% dos transcritos correspondem a toxinas  (GREMSKI et 
al., 2010). Dentre essas toxinas as com maior porcentagem de transcritos 
correspondem a:  LiTx3 (32,1%), peptídeos com função inseticida, metaloproteases 

















Fonte: GREMSKI et al., 2010. 
 
2.4.1 Enzimas com ação sobre componentes da matriz extracelular 
 
Os sintomas desenvolvidos no loxoscelismo cutâneo e sistêmico estão 
principalmente relacionados à ação das toxinas sobre componentes da matriz 
extracelular (MEC) e sobre a superfície de células (CHAVES-MOREIRA et al., 2019; 
VEIGA et al., 2000a; VEIGA et al., 2000b).  
A degradação da MEC é um evento desencadeado pela ação de proteases e 
glicosidases. Diversas enzimas com esse tipo de atividade no veneno loxoscélico já 
foram descritas e caracterizadas, são essas: as metaloproteases (TREVISAN-SILVA 
et al., 2010; DA SILVEIRA et al., 2007; FEITOSA et al., 1998), serinoproteases (VEIGA 
et al., 2000) e hialuronidases (FERRER et al., 2013). 
Metaloproteases encontradas no veneno loxoscélico são endopeptidades 
dependentes de zinco e são capazes de hidrolisar um amplo espectro de moléculas 
da MEC (DA SILVEIRA et al., 2007; YOUNG & PINCUS, 2001; FEITOSA et al., 1998). 
Experimentalmente, uma forma recombinante de metaloprotease do veneno de 
Loxosceles, além de clivar componentes da MEC também foi capaz de induzir 
alterações morfológicas em células, como perda de adesão (DA SILVEIRA et al., 
2007b). 
Apesar de pouco expressas no veneno loxoscélico (FIGURA 4), as 
hialuronidases apresentam um papel importante no loxoscelismo. Uma isoforma 




dos constituintes da MEC, o ácido hialurônico e o condroitin sulfato (FERRER et al., 
2013). 
A desorganização da MEC causada pela associação de enzimas do veneno 
loxoscélico que degradam seus componentes está diretamente relacionada com os 
sinais e sintomas do loxoscelismo. Essas moléculas participam do espalhamento de 
outras toxinas, provocando um aumento do tamanho da lesão e também participam 
da formação da hemorragia local, eventos observados no loxoscelismo cutâneo (DA 
SILVEIRA et al., 2007; FERRER et al., 2013).  
Além de serem responsáveis por espalhar o veneno aos locais periféricos a 
picada, essas enzimas parecem possibilitar a chegada do veneno à circulação 
sanguínea, evento primordial para o desenvolvimento do loxoscelismo sistêmico 
(FERRER et al., 2013; DA SILVEIRA et al., 2007). 
 
2.4.2 Fosfolipases-D  
 
Devido a sua principal atividade biológica as fosfolipases-D (FLDs) loxoscélicas 
já foram denominadas de fator/proteína dermonecrótica (ATKINS et al., 1957). Ainda, 
por apresentarem capacidade de hidrolisar esfingomielina, também já foram descritas 
como esfingomielinases D (SMase D)   (FORRESTER et al., 1978; KURPIEWSKI et 
al., 1981). Porém, estudos revelaram que essas toxinas são capazes de hidrolisar um 
amplo espectro de fosfolipídeos, tornando o termo fosfolipases-D mais apropriado 
para descrevê-las (LEE & LYNCH, 2005). 
 As FLDs são consideradas isoformas ou homólogas de uma mesma enzima, 
compondo uma família de toxinas denominada de Loxtox (Loxosceles toxin) 
(MACHADO et al., 2005). Ainda, estudos filogenéticos levaram à proposição de uma 
nova nomenclatura para essa família de genes denominando-os de SicTox (Sicariidae 
Toxin) (BINFORD et al., 2009).  
Estudos dos transcritos da glândula de veneno de L. intermedia, L. laeta e L. 
simillis revelaram que as sequências codificantes de fosfolipases-D perfazem entre 15 
a 20% dos transcritos de toxinas (DANTAS et al., 2016; GREMSKI et al., 2010; 
FERNANDES-PEDROSA et al., 2008). Apesar de não serem as moléculas mais 
expressas no veneno, as FLDs são importantes alvos de estudo para entender o 




experimentalmente a maioria dos sintomas do loxoscelismo cutâneo e sistêmico 
(CHAVES-MOREIRA et al., 2017).  
Fosfolipases-D purificadas diretamente do veneno de L. intermedia 
demonstraram atividade fosfolipásica e biológica (dermonecrose e hemólise 
dependente de sistema complemento) (TAMBOURGI et al., 1998). Porém, devido a 
pequena quantidade de veneno produzido pela aranha marrom, dificuldade de captura 
e dificuldade de purificação da FLDs do veneno, estratégias de clonagem e expressão 
heteróloga de proteínas vêm sendo empregadas a fim de expandir os conhecimentos 
sobre elas.  
Oito diferentes isoformas de fosfolipases-D de L. intermedia já foram 
identificadas, clonadas e caracterizadas, e a maioria foi nomeada como LiRecDT 
(Loxosceles intermedia recombinant dermonecrotic toxin). Dentre essas, LiRecDT1 é 
a que apresenta maior atividade biológica (CHAIM et al., 2006). Fosfolipases-D de L. 
gaucho e L. laeta com atividade biológica também já foram clonadas e expressas em 
sistema procarioto (MAGALHÃES et al., 2013; FERNANDES PEDROSA et al., 2002).  
Todas as FLDs recombinantes que apresentam atividade esfingomielinásica in 
vitro também são capazes de desencadear os principais sinais e sintomas observados 
após o envenenamento loxoscélico (GREMSKI et al., 2020). Experimentalmente, 
essas enzimas foram relacionadas com: dermonecrose, edema, eritema, massiva 
resposta inflamatória com infiltração de neutrófilos, hemólise, agregação plaquetária, 
distúrbios renais, nefrotoxicidade, citotoxicidade. A tabela 1 resume as atividades de 
















TABELA 1 – Fosfolipases-D loxoscélicas recombinantes e suas atividades.  
  
Dermonecrose  L. laeta Smase I  (FERNANDES-PEDROSA et al., 2002)        
LiRecDT1 (CHAIM et al., 2006);                                        
LiRecDT2 e LiRecDT3 (da SILVEIRA et al., 2006 a);      
LiRecDT5 (da SILVEIRA et al., 2006b);           
LiRecDT6 (APPEL et al., 2008);                        
LiRecDT7 (VUITIKA et al., 2013)                        
LgRec1 (MAGALHÃES et al., 2013).                                
Edema  L. laeta Smase I  (FERNANDES-PEDROSA et al., 2002)        
LiRecDT1 (CHAIM et al., 2006);                                        
LiRecDT3 (da SILVEIRA et al., 2006 a);                           
LiRecDT4 e LiRecDT5 (da SILVEIRA et al., 2006b);       
LiRecDT6 (APPEL et al., 2008);      
LiRecDT7 (VUITIKA et al., 2013);  
LgRec1 (MAGALHÃES et al., 2013).                                
Eritema  L. laeta Smase I (FERNANDES-PEDROSA et al., 2002)         
LiRecDT1 (CHAIM et al., 2006);                                        
LiRecDT2 e LiRecDT3 (da SILVEIRA et al., 2006 a); 
LiRecDT4 e LiRecDT5 (da SILVEIRA et al., 2006b);  
LiRecDT6 (APPEL et al., 2008);                                        
LgRec1 (MAGALHÃES et al., 2013)                                 
LiRecDT7 (VUITIKA et al., 2013).                                     
Espalhamento gravitacional  L. laeta Smase I (FERNANDES-PEDROSA et al., 2002)         
LiRecDT2 (da SILVEIRA et al., 2006 a);            
LiRecDT4 (da SILVEIRA et al., 2006b);                            
LiRecDT6 (APPEL et al., 2008).                      
Hemólise  L. laeta Smase I (FERNANDES-PEDROSA et al., 2002);        
LiRecDT7 (VUITIKA et al., 2013);        
LgRec1 (MAGALHÃES et al., 2013).                                
Agregação Plaquetária  LiRecDT2 e LiRecDT3 (da SILVEIRA et al., 2006 a);  
LiRecDT4 e LiRecDT5 (da SILVEIRA et al., 2006b);  
LiRecDT6 (APPEL et al., 2008);  
LgRec1 (MAGALHÃES et al., 2013).                                
Distúrbios Renais  LiRecDT1 (CHAIM et al., 2006).                                        
Citotoxicidade  LiRecDT1 (CHAIM et al., 2006).                                        
Alteração na permeabilidade vascular  LiRecDT1 (da SILVEIRA et al., 2006b);  
LiRecDT2 e LiRecDT3 (da SILVEIRA et al., 2006 a);  
LiRecDT4 e LiRecDT5 (da SILVEIRA et al., 2006b);     
LiRecDT6 (APPEL et al., 2008);                                        
LiRecDT7 (VUITIKA et al., 2013).                                     
Letalidade em camundongo  LiRecDT6 (APPEL et al., 2008).                        
FONTE: A autora 
 
O uso dessas FLDs recombinantes permitiu o esclarecimento de muitas das 
suas atividades. Muitos trabalhos mostram que essas toxinas podem catalisar a 
hidrólise de lipídeos de membrana liberando metabólitos bioativos, que seriam 
responsáveis por promover diversas atividades biológicas (GREMSKI et al., 2014; 
CHAVES-MOREIRA et al., 2011; LEE & LYNCH, 2005).  
Estudos sobre os efeitos de FLDs em membranas artificiais concluíram que a 




estrutura e morfologia da membrana (STOCK et al., 2012).     
 As FLDs loxoscélicas possuem especificidade por diferentes substratos 
lipídicos de membrana como a esfingomielina, lisofosfatidilcolina, fosfotidilcolina, 
lisofosfatidilinositol, lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilserina entre outros. Com 
preferência para esfingomielina (SM) e lisofosfatidilcolina (LPC), que quando clivadas 
pelas FLDs produzem ceramida-1-fostato e ácido lisofosfatídico, respectivamente 
(LAJOIE et al., 2015; CHAVES-MOREIRA et al., 2011; LEE & LYNCH, 2005). Esses 
derivados lipídicos são descritos principalmente como mediadores de resposta 
inflamatória (LAJOIE et al., 2015; CHAVES-MOREIRA et al., 2011; LEE & LYNCH, 
2005). 
 Os mecanismos pelos quais as FLDs atuam ainda são pouco conhecidos 
(GREMSKI et al., 2020). Apesar disso, a ativação dos mediadores de resposta 
inflamatória parece ser a chave principal na fisiopatologia do envenenamento. A 
dermonecrose, por exemplo, parece ser causada pela ativação desregulada de uma 
resposta inflamatória local, o que leva a uma ativação descontrolada de neutrófilos, 
etapa central para o desencadeamento da dermonecrose em tecidos  (GREMSKI et 
al., 2014; DA SILVA et al., 2004).   
 Estudos da histologia de biópsias da pele de coelhos inoculados 
experimentalmente com FLDs (LiRecDT1) demonstraram que, 24 horas após a 
inoculação há um acúmulo intenso de células inflamatórias no local, desorganização 
das fibras de colágeno na derme (edema) e presença de deposição de fibrina no tecido 
conjuntivo (FERRER et al., 2013; CHAIM et al., 2009; RIBEIRO et al., 2007; DA 
SILVEIRA et al., 2007a). Macroscopicamente, LiRecDT1 foi capaz de desenvolver 
dermonecrose e edema. No entanto, a exposição dos animais à LiRecDT1 H12A (FLD 
mutada recombinante) produziu uma resposta inflamatória residual, sem sinais de 
dermonecrose macroscopicamente (CHAIM et al., 2009). VUITIKA e colaboradores 
(2016) também salientaram a importância da atividade fosfolipásica das FLDs na 
promoção dos sinais do loxoscelismo cutâneo promovido por essas moléculas 
utilizando diversas FLDs mutadas recombinantes inativas.  
Ainda há poucos trabalhos no que se diz respeito ao ambiente celular dos 
tecidos afetados pelas FLDs, com quais células essas enzimas interagem e como 
alteram as membranas celulares (GREMSKI et al., 2020). Porém, é de conhecimento 
que essas enzimas podem ter atuação sobre alguns tipos celulares. Estudos em 




composição lipídica, explicando por que células diferentes sofrem ações diferentes 
pelas FLDs (STOCK et al., 2012).  
 Acredita-se que as FLDs tenham ação principalmente sobre células endoteliais 
(GREMSKI et al., 2014; CHAIM et al., 2011). Porém, também já foram demonstradas 
atividades sobre fibroblastos, plaquetas e eritrócitos (HORTA et al., 2013; CHAVES-
MOREIRA et al., 2009; APPEL et al., 2008; DA SILVEIRA et al., 2007a).  
Estudos in vitro demonstraram a citotoxicidade direta de FLDs (LiRecDT1) 
sobre células RAEC (células epiteliais da aorta de coelho). Neste estudo, foram 
observadas mudanças morfológicas nessas células, como a vacuolização do 
citoplasma, restos celulares decorrentes de lise celular e alteração da adesão célula-
célula e substrato-célula (CHAIM et al., 2009). O mesmo estudo, comprovou que a 
citotoxicidade é dependente da atividade fosfolipásica usando uma FLD mutada 
recombinante sem atividade fosfolipásica (LiRecDT1 H12A) (CHAIM et al., 2009). 
 Quanto aos eritrócitos, já é de conhecimento que as FLDs são capazes de se 
ligar à superfície dos eritrócitos, estimulando a formação de agregados lipídicos e, em 
alguns casos, perturbando a integridade dessa estrutura (CHAVES-MOREIRA et al., 
2011; CHAVES-MOREIRA et al., 2009). Além disso, sozinhos, os produtos da 
degradação de LPC e SM são capazes de causar hemólise em eritrócitos humanos 
através da estimulação de um influxo de cálcio mediado por canais do tipo L 
(CHAVES-MOREIRA et al., 2011). Além da ação das FLDs sobre os fosfolipídeos de 
membrana, a hemólise também é relacionada com a ativação do Sistema 
Complemento. Isso porque a ação esfingomielinásica das FLDs ativa 
metaloproteinases endógenas que removem glicoforinas da membrana de eritrócitos, 
facilitando a ação do Sistema Complemento autólogo, gerando hemólise 
(TAMBOURGI et al., 2000). Ainda, VUITIKA e colaboradores (2016) usando FLDs 
mutadas recombinantes sem atividade fosfolipásica demonstraram a necessidade da 
degradação dos fosfolipídeos na promoção da hemólise.    
 A hemoglobina plasmática liberada durante a hemólise intravascular 
disseminada é considerada um dos principais fatores que levam à insuficiência renal 
no loxoscelismo sistêmico (KUSMA et al., 2008; CHAIM et al., 2006; MÁLAQUE et al., 
2002; FUTRELL, 1992). Porém, estudos demonstraram que as FLDs tem atividade 
nefrotóxica direta sobre os tecidos renais de camundongos, tal qual o veneno bruto, 
sugerindo que essas moléculas são capazes de desencadear os danos renais 




histológicas nos glomérulos e túbulos renais, além de um aumento da ureia no sangue 
e proteinúria (KUSMA et al., 2008). O mesmo não foi observado quando uma FLD 
mutada recombinante sem atividade fosfolipásica foi utilizada, salientando a 
necessidade da catálise dos fosfolipídeos para a ação nefrotóxica das FLDs (KUSMA 
et al., 2008). 
 Análises cristalográficas de FLDs de Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta 
e Loxosceles gaucho desvendaram a estrutura destas proteínas e mostraram que as 
FLDs dos venenos loxoscélicos apresentam uma única cadeia polipeptídica com 280 
a 285 aminoácidos (KALAPOTHAKIS et al., 2002). Sua estrutura tridimensional é 
composta de oito folhas-β que estão intercaladas entre oito α-hélices, formando uma 
estrutura em barril chamada de (α/β)8 barril (MURAKAMI et al., 2006; MURAKAMI et 
al., 2005). 
 O loop catalítico é estabilizado por uma ponte dissulfeto (Cys51 e Cys57) em 
FLDs de classe I (L. laeta) e em FLDs de classe II uma segunda ponte dissulfeto é 
formada (Cys53 e Cys201) (CORONADO et al., 2015; DE GIUSEPPE et al., 2011; 
MURAKAMI et al., 2005). 
O loop catalítico, o loop flexível e o loop variável formam a face interfacial (i-
face) da enzima onde o sítio ativo está localizado. No sítio ativo, nos sítios catalíticos 
e em um sítio de ligação à Mg2+ estão localizados resíduos de aminoácidos 
catalíticamente ativos como His12, Glu32, Asp34, Asp91, His47, Asp52, Trp230, 
Asp233, Tyr228 e Asn252. Todos esses, altamente conservados em todas as 
fosfolipases-D loxoscélicas estudadas até o momento (VUITIKA et al., 2016; 
GREMSKI et al., 2014 MURAKAMI et al., 2005). 
O mecanismo de ação das FLDs loxoscélicas ainda não é totalmente elucidado, 
ainda não se sabe como essas enzimas ligam-se às células, quais membranas 
celulares são capazes de alterar e a diferença da ação das FLDs sobre diferentes 
tipos celulares. Apesar disso, análises estruturais já demonstraram os resíduos de 
aminoácidos ativos nessas enzimas.        
 Os aminoácidos His12 e His47 estão diretamente envolvidos na atividade 
catalítica das FLDs, enquanto o aminoácido His47 atua na ligação fosfodiéster 
liberadora de colina, o resíduo His12 participa da formação da ceramida-1-fosdato, 
produto da degradação da esfingomielina (MURAKAMI et al., 2005). Os aminoácidos 
Glu32 e Asp34 e 91 estão envolvidos na coordenação de um íon magnésio (Mg2+) 
nessas enzimas, íon envolvido no reconhecimento e ligação dos substratos clivados 
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por FLDs e estabilização do complexo enzima-substrato (MASOOD et al., 2018; 
GREMSKI et al., 2014; MURAKAMI et al., 2005). Após a ligação ao substrato, Tyr228 
altera sua conformação e ajuda a orientar substrato-ligante para sua posição 
específica (MASOOD et al., 2018; MURAKAMI et al., 2005). 
Mutações sítio dirigidas em aminoácidos do sítio ativo, sítio catalítico e sítio de 
ligação à Mg2+ ajudaram a compreender o mecanismo de ação dessas FLDs sugeridos 
pelas análises estruturais.  
 As isoformas mutadas recombinantes de FLD H12A, H12A-H47A, D34A-E32A 
e Y228A, todas de L. intermedia, nas quais os aminoácidos alvo foram substituídos 
por alanina, produziram proteínas apenas com atividade residual para catálise da 
esfingomielina e lisofosfatidilcolina (VUITIKA et al., 2016; CHAIM et al., 2011). 
Biologicamente, essas enzimas perderam ou reduziram drasticamente a capacidade 
de produzir dermonecrose, permeabilidade vascular, hemólise, nefrotoxicidade e 
citotoxicidade (VUITIKA et al., 2016; CHAIM et al., 2011; CHAVES-MOREIRA et al., 
2009; KUSMA et al., 2008).  
 Anticorpos produzidos contra o veneno bruto de Loxosceles são capazes de 
reconhecer FLDs mutadas recombinantes demonstrando o potencial antigênico 
dessas proteínas (VUITIKA et al., 2016; CHAIM et al., 2011). Isso, aliado à inatividade 





O loxoscelismo é um problema clínico ainda não resolvido. Os tratamentos para 
lesões locais são baseados em esteróides, dapsona, antibióticos, terapia sérica anti-
veneno e excisão cirúrgica, mas reduzem o problema apenas quando administrados 
nas primeiras horas pós-envenenamento (PAULI et al., 2009; SWANSON & VETTER, 
2006; FUTRELL, 1992). No entanto, as pesquisas sobre o tratamento do loxoscelismo 
são inconclusivas e não geram evidências que suportem esses tratamentos 
(SWANSON & VETTER, 2006; HOGAN et al., 2004; WENDELL, 2003). 
O soro antiveneno é o único tratamento específico frente ao loxoscelismo. No 
Brasil, um soro trivalente antiloxoscélico é produzido pelo Centro de Produção e 
Pesquisa de Imunobiológicos (CPPI), e contém anticorpos específicos contra o 




de antiaracnídico é produzido pelo Instituto Butantan e contém anticorpos contra as 
toxinas dos venenos dos gêneros Loxosceles, Phoneutria e Tityus. O Ministério da 
Saúde brasileiro recomenda o uso do soro antiveneno em casos moderados e graves 
de loxoscelismo, na presença de doença sistêmica, e também para diminuir a 
gravidade da lesão dermonecrótica e reduzir o tempo de cicatrização (MINISTÉRIO 
DA SAÚDE (BRAZIL), 2001). 
Estudos de potência em coelho demonstraram que o soro antiloxoscélico é 
capaz de minimizar de forma efetiva os efeitos da ação do veneno quando utilizado 
em até 48 horas após o acidente (PAULI et al., 2009). Apesar disso, a eficácia da 
administração do antiveneno diminui bastante após 12 horas do acidente (PAULI et 
al., 2009). Porém existem poucas evidências para apoiar essa eficácia, especialmente 
contra o loxoscelismo cutâneo (ISBISTER & FAN, 2011; LOVRECEK & TOMIĆ, 2011). 
Pela característica indolor da picada, dificilmente o acidentado busca ajuda 
médica nas primeiras horas pós-acidente. Geralmente, os sintomas começam 
algumas horas após a picada, acentuando-se em torno de 24 a 72 horas, quando os 
pacientes então procuram atendimento (PAULI et al., 2006). A dificuldade de 
diagnóstico preciso pelas equipes médicas dificulta ainda mais o uso deste soro no 
tempo adequado (DA SILVA et al., 2004).  
O soro antiloxoscélico é composto de imunoglobulinas heterólogas, fração 
F(ab’)2 de origem equina, portanto, não se trata de um tratamento isento de riscos 
(HOGAN et al., 2004). Dentre as manifestações leves causadas pela administração 
de antiveneno estão: eritema, urticária, náuseas, vômito e crise asmatiforme  
(LOVRECEK & TOMIĆ, 2011). 
Reações mais graves e mais raras são representadas por arritmias cardíacas, 
hipotensão arterial, choque anafilático e quadro obstrutivo das vias respiratórias; 
Reações tardias, como a doença do soro, também podem estar 
presentes  (LOVRECEK & TOMIĆ, 2011). Ainda, doses complementares podem ser 
necessárias, aumentando ainda mais o risco dessas reações (MINISTÉRIO DA 
SAÚDE (BRAZIL), 2001). 
Alguns fatores também são indicados como impeditivos para o uso de soros 
antiveneno: paciente com quadros anteriores de hipersensibilidade, uso prévio de 
soros de origem equina e contato frequente com equinos (MINISTÉRIO DA SAÚDE 





Além das reações indesejáveis provocadas em humanos, existem dificuldades 
ainda na produção dos soros, quanto ao uso de grandes quantidades de veneno para 
a imunização e nos testes de potência pré-clínica do soro produzido, assim como 
também é relatado na literatura sofrimento dos animais que são expostos ao veneno 
para produção do soro (FIGUEIREDO et al., 2014). 
A busca por imunógenos alternativos tem crescido muito nos últimos anos para 
tentar resolver os problemas relatados. Olvera e colaboradores (2006) e  Almeida e 
colaboradores (2008) (patente nº. 0404765-6– 020040006198; 3/11/2004, - Instituto 
Nacional de Propriedade Industrial, INPI, 2005) produziram soros anti loxoscélicos por 
meio de misturas de FLDs recombinantes que demonstraram alta capacidade de 
neutralização dos efeitos causados pelo veneno total. Estudos estes que sustentam o 
uso de FLDs como imunógenos para o tratamento do loxoscelismo e que propõem 
uma solução para o problema da obtenção de grandes quantidades de veneno, porém 
que não se atentam à sem resolução do sofrimento dos animais produtores. 
Recentemente, Figueiredo e colaboradores (2014) usaram uma proteína 
quimera não tóxica (rCpLi) contendo epítopos de PLD para produzir soro 
antiloxoscélico. O esquema de imunização foi combinado com doses iniciais de 
veneno bruto de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho e produziu um soro com 
capacidade de atender os requisitos de potência para permitir seu uso em humanos 




No Brasil, desde o início do século XIX, as vacinas são utilizadas como medida 
de controle de doenças. Vacinas são imunobiológicos capazes de estimular a 
produção de anticorpos específicos e a produção de células de memória. Tais células 
permitirão a rápida produção de anticorpos específicos no momento da exposição ao 
agente causador da doença. Assim, na reexposição, a resposta será mais rápida e 
mais potente, prevenindo a doença (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 
Devido aos problemas relatados com o soro antiveneno há uma crescente 
procura por novos tratamentos para o loxoscelismo, como ao exemplo da estratégia 
de pré exposição. O uso de imunógenos alternativos tem mostrado ampla aplicação 




colaboradores (2018) usando uma proteína quimérica recombinante (rMEPLox) 
contendo epítopos de FLD, hialuronidase e metaloprotease relataram que a vacinação 
com rMEPLox foi capaz de evitar o desenvolvimento de dermonecrose em 100% dos 
coelhos e protegeu 60% dos camundongos frente a 2DL50 de veneno de L. 
intermedia.   
 O uso de FLDs completas como antígenos ou epítopos selecionados dessa 
proteína também demonstrou capacidade de induzir respostas de anticorpos capazes 
de neutralizar eficientemente os efeitos tóxicos do veneno. Araújo e colaboradores 
(2003) usaram uma PLD recombinante fusionada com β-galactosidase como antígeno 
para a vacinação de coelhos e camundongos. Essa proteína, chamada de Li-rec, foi 
capaz de causar um efeito protetivo a longo prazo em coelhos frente a atividade 
dermonecrótica do veneno bruto e proteger camundongos contra 2,5 DL50 de veneno.  
Felicori e colaboradores (2009) vacinaram coelhos com peptídeos sintéticos e 
com uma PLD recombinante (LiD1r) e constataram que ambos antígenos foram 
capazes de evitar dermonecrose, hemorragia e edema induzidos por LiD1, porém o 
uso da proteína recombinante inteira apresentou resultados muito superiores ao 
peptídeo sintético.   
Anticorpos produzidos contra o veneno bruto de Loxosceles são capazes de 
reconhecer FLDs recombinantes, demonstrando o potencial antigênico dessas 
proteínas (DIAS-LOPES, 2014; ALVARENGA, 2003; BARBARO, 1994).  Estes 
resultados incentivam o uso de imunógenos alternativos para produzir antivenenos 
terapêuticos ou em formulação de vacinas para tratamento ou proteção contra 
envenenamento loxoscélico.         
 A utilização de antígenos altamente purificados obtidos a partir de tecnologia 
de DNA recombinante ou o uso peptídeos sintéticos em detrimento ao uso de 
microrganismos completos já vem sendo empregadas em diferentes vacinas por 
serem uma alternativa mais segura (KONDAKOVA et al., 2019; NABEL, 2013). 
Contudo, por possuírem menos componentes imunoestimulatórios, essas 
formulações geralmente são pouco imunogênicas (NABEL, 2013; REED et al., 2013). 
Para aumentar a resposta gerada por estes antígenos é necessário o uso de 
substâncias com efeito adjuvante (KONDAKOVA et al., 2019; TANDRUP SCHMIDT 
et al., 2016; NABEL, 2013; REED et al., 2013).  
Dentre os adjuvantes disponíveis no mercado destacam-se os baseados em 
sais de alumínio. Dentre esses, o Hidróxido de Alumínio é o mais utilizado em vacinas 
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para humanos e possui um bom histórico de segurança (WEN & SHI, 2016; 
MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  Apesar disso, seu mecanismo de ação não está 
totalmente elucidado (WEN & SHI, 2016).  
Já foi demonstrado que o uso desse adjuvante melhora a produção de anticorpos 
e estimula a imunidade inata, estimulando a diferenciação de macrófagos em células 
apresentadoras de antígenos especializadas, além de estimular a migração de 
citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias e diversos tipos celulares da imunidade inata 
para o local da injeção (RIMANIOL et al., 2004). Ainda, estudos sugerem que os 
antígenos liguem-se às partículas do adjuvante e que isso faz com que eles sejam 
internalizados mais rapidamente pelas células apresentadoras de antígenos (APCs) 
(DE GREGORIO et al., 2013) 
 
3 MATERIAL E MÉTODOS   
 
 OBTENÇÃO DO VENENO DE LOXOSCELES SP. 
 
Os venenos totais de Loxosceles intermedia, L. gaucho e L. laeta foram cedidos 
pelo Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos (CPPI). Os aracnídeos foram 
capturados em diferentes regiões dos estados do Paraná e Santa Catarina 
(autorizações de captura no 03/2015 – Ditec/IBAMA/SC, 090/2015, 109/2015, 06/2016 
– Ditec/IBAMA/SC, 066/2016 e 128/2016 cedidos pelo Instituto Brasileiro do Meio 
Ambiente e Recursos Naturais Renováveis – IBAMA). A extração do veneno total foi 
realizada através de eletrochoque e o veneno obtido foi dissecado a vácuo, pesado e 
ressuspendido em solução salina estéril 0,85% em uma concentração de 1 mg/mL. A 
dosagem das proteínas totais do veneno, bem como das proteínas utilizadas no 
presente estudo foram realizadas de acordo com os procedimentos descritos por 
Bradford (BRADFORD, 1976). 
 
 ANTÍGENOS: EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO  
 
Preparações plasmidiais (“minipreps”) dos clones das fosfolipases-D com 
mutações sítio dirigidas LiRecDT1Y228A, LlRecDT1H12-H47A e LgRecDT1E32-
D34A, foram utilizadas para expressão e purificação conforme a demanda. A 
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construção da isoforma mutada recombinante de L. intermedia (LiRecDT1Y228A) foi 
realizada por VUITIKA e colaboradores (2016). Já a obtenção das construções de L. 
laeta (LlRecDT1H12/H47A) e L. gaucho (LgRecDT1E32A-D34A) é parte do trabalho 
de outro integrante do grupo de pesquisa (DADOS NÃO PUBLICADOS). 
As construções em plasmídeo pET-14b foram transformadas em cepa 
bacteriana de expressão Escherichia coli BL21(DE3) pLysS quimiocompetente e 
plaqueadas em meio LB ágar contendo os antibióticos ampicilina (100 μg/mL) e 
cloranfenicol (34 μg/mL). Conforme verificado por VUITIKA e colaboradores (2016), o 
tempo ótimo de expressão da proteína LiRecDT1Y228A é de 3 h e 30 min à 30ºC com 
uma concentração de 0,05 mM de indutor (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside - 
IPTG), LlRecDT1H12/H47A e LgRecDT1E32/D34A foram expressas sob as mesmas 
condições. 
Após o período de expressão as culturas foram centrifugadas e 
ressuspendidas em tampão de ligação (Tampão fosfato 50 mM, NaCl 500 mM, 
imidazol 10 mM, pH 8.0) e lisozima (1 mg/mL). A suspensão bacteriana foi congelada 
a -20ºC por pelo menos 16 horas e lisada por lise ultra-sônica. O sobrenadante do 
lisado e o pellet foram separados em alíquotas para análise por eletroforese em gel 
SDS-PAGE 12,5% sob condições redutoras. 
A purificação das toxinas foi realizada com auxílio do sistema de 
cromatografia ÄKTA pure com coluna cromatográfica de afinidade HisTrapTM HP 1 mL 
pré empacotada com Ni Sepharose (G&E). A coluna foi equilibrada por 5 volumes de 
coluna com 20 mM de imidazol, o sobrenadante aplicado (10 mL) e lavado por 25 
volumes de coluna com 20 mM de imidazol. A amostra foi eluída da coluna usando 
um gradiente de tampão de eluição (0 – 500 mM de imidazol); Tampão de lavagem 
(NaH2PO4 20 Mm; 500 mM NaCl) e tampão de eluição (NaH2PO4 20 Mm; 500 mM 
NaCl; 500 mM Imidazol). As frações de eluição foram coletadas em tubos Eppendorf 
(1 mL) e o grau de pureza das frações do pico eluído foram analisadas por eletroforese 
em gel SDS-PAGE 12,5% sob condições redutoras. 
 
 ANTÍGENOS: ATIVIDADE CATALÍTICA DE ESFINGOMIELINA (AMPLEX RED) 
 
Visando constatar atividade fosfolipásica das toxinas LiRecDT1Y228A, 
LlRecDT1H12/H47A e LgRecDT1E32/D34A em comparação com as toxinas 
selvagens, foi realizado ensaio in vitro com o kit Amplex Red (Molecular Probes, 
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Eugene, EUA). Neste ensaio, a atividade fosfolipásica foi monitorada usando 10- 
acetil-3,7- dihidroxifenoxazine (reagente Amplex Red), um reagente fluorogênico 
sensível para H2O2. Primeiramente, a fosfolipase-D hidrolisa a esfingomielina 
(substrato) à ceramida-1- fosfato e colina. A colina, por sua vez, é oxidada pela enzima 
colina oxidase à betaína e H2O2. Finalmente, a H2O2, na presença da peroxidase 
reage com o Amplex Red estequiometricamente (1:1), gerando um produto altamente 
fluorescente, o Resorufin (CHAVES-MOREIRA et al., 2011; APPEL et al., 2008). 
Foram incubadas 100 μg das toxinas juntamente com o reagente Amplex Red a 37 °C 
por 30 minutos. Como controle negativo foi utilizado o reagente Amplex Red com a 
esfingomielina. Todas as amostras foram testadas em triplicata, sendo incubadas 37 
ºC por 30 minutos antes da leitura. A fluorescência foi mensurada em fluorímetro 
(Tecan Infinite M200, Männedorf, Switzerland) usando comprimento de onda de 
excitação em 540 nm e emissão em 570 nm (CHAVES-MOREIRA et al., 2011; APPEL 
et al., 2008). Como controle positivo de hidrólise foram utilizadas as isoformas 
recombinantes selvagens (10 μg): LiRecDT1, LlRecDT1 e LgRecDT1. 
 
 ANTÍGENOS: AVALIAÇÃO DA IMUNOGENICIDADE (WESTERN BLOT) 
 
Para testar a capacidade imunogênica das fosfolipases-D mutadas 
recombinantes foram realizadas corridas eletroforéticas (SDS-PAGE 12,5%) de 2,5 
μg das fosfolipases-D selvagens (LiRecDT1, LlRecDT1 e LgRecDT1) e mutadas 
(LiRecDT1Y228A, LleRecDT1H12/H47A e LgRecDT1E32/D34A). O gel foi transferido 
para uma membrana de nitrocelulose e incubado por 2 horas com soros pré imune e 
hiperimune de coelhos (1:1000) produzidos contra o veneno total de L. intermedia, L. 
laeta e L. gaucho. Em seguida, a membrana foi incubada por 1 hora com o anticorpo 
secundário anti-IgG de coelho (1:5000) conjugado à fosfatase alcalina e reveladas 
com substrato BCIP e o cromógeno NBT em tampão ótimo para fosfatase alcalina 




Experimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com os 
princípios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 




Animais do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná 
(CEUA/BIO – UFPR) sob certificado de número 1205. Foram utilizados coelhos 
albinos (New Zealand) com peso a partir de 2 kg, fêmeas, hígidas, provenientes de 
criadouro qualificado. Camundongos SWISS fêmeas com peso entre 22-24 gramas 
provenientes do biotério UFPR também foram utilizados. Os animais permaneceram 
em quarentena no criadouro por no mínimo 14 dias e, após este período, foram 
mantidos em ambiente com temperatura controlada entre 18°C e 22°C e com 
fornecimento de água e alimentação ad libitum. 
 
3.5.1 Vacinação de coelhos e desafio com veneno: formulação vacinal 1 e 2 
 
Coelhos receberam, via intramuscular, uma preparação 1:1 de um pool de 
antígenos e adjuvante. O pool de antígenos é preparado com massas iguais das FLDs 
loxoscélicas LirecDT1Y228A, LlrecDT1H12/H47A e LgrecDT1E32/D34A e o 
adjuvante escolhido foi hidróxido de alumínio 4% por ser o mais utilizado em 
vacinações humanas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). O esquema de imunização 
contou com três doses com intervalo de 30 dias entre cada aplicação. Os animais 
foram imunizados com doses crescentes do pool de antígenos. O esquema de 
imunização contou com três doses com intervalo de 30 dias entre cada aplicação. 
Duas formulações vacinais diferentes foram testadas com diferentes massas de FLDs. 
Formulação 1: 50 μg, 100 μg e 300 μg (n=2). Formulação 2: 100 μg, 150 μg e 400 μg 
(n=2). Posteriormente os animais vacinados foram desafiados com 10 μg (SILVEIRA, 
et al., 2006) de cada veneno loxoscélico (L. intermedia, L. laeta e L. gaucho) em 
pontos diferentes na região dorso lateral. Coelhos controle negativo (n=3) receberam 
doses de PBS e adjuvante (1:1), no mesmo volume da preparação inoculada nos 
animais imunizados, seguindo o mesmo esquema de imunização. Para o desafio com 
veneno, cada animal controle recebeu a aplicação de 1 dos venenos loxoscélicos (10 
μg) (SILVEIRA, et al., 2006) na região dorso lateral. Uma solução salina estéril 0,85% 
(solvente do veneno) foi aplicada em todos os animais como controle negativo do teste 
(VUITIKA et al., 2016). A área da aplicação foi fotografada nos tempos de: 0, 3, 6, 24 






3.5.2 Vacinação de coelhos e desafio com veneno: formulação vacinal 3 
 
Coelhos receberam, via intramuscular, uma preparação 1:1 de um pool de 
antígenos e adjuvante seguindo o mesmo esquema de vacinação do ensaio piloto. 
Neste ensaio, foi testada uma terceira formulação vacinal com maiores massas de 
antígenos. Novamente, o esquema de imunização contou com três doses com 
intervalo de 30 dias entre cada aplicação. Formulação 3: 300 μg, 600 μg e 1 mg (n=9). 
Os animais vacinados foram divididos em grupos. Cada grupo foi desafiado com 10 
μg (SILVEIRA, et al., 2006) de 1 dos venenos loxoscélicos (L. intermedia, L. laeta ou 
L. gaucho) na região dorso lateral. Coelhos controle negativo (n=9) receberam doses 
de PBS e adjuvante (1:1), no mesmo volume da preparação inoculada nos animais 
imunizados, seguindo o mesmo esquema de imunização. Cada animal controle 
recebeu a aplicação de 1 dos venenos loxoscélicos (10 μg) na região dorso lateral. 
Uma solução salina estéril 0,85% (solvente do veneno) foi aplicada em todos os 
animais como controle negativo do teste (VUITIKA et al., 2016). A área da aplicação 
foi fotografada e o edema foi medido nos tempos de: 0, 3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas 
para acompanhamento da progressão da lesão.  
 
3.5.3 Vacinação de coelhos: mensuração de edema (formulação 3) 
 
 Utilizando um paquímetro foram realizadas medidas do maior diâmetro 
horizontal e vertical das lesões provocadas pelo veneno loxoscélico nos tempos de: 
0, 3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas. Para converter as medidas de diâmetro em área, foi 
realizada uma média dos diâmetros horizontal e vertical, e esse diâmetro médio foi 
utilizado para calcular a área de um círculo (A = π.r²). A comparação da área do edema 
dos animais controle negativo e imunizados foi realizada no software GraphPad Prism 
8.0.2 (San Diego, CA) através de análise de variância ANOVA e pós teste Sidak.  
 
3.5.3 Vacinação de coelhos: análises hematológicas e bioquímicas (formulação 3) 
 
A fim de verificar danos sistêmicos causados pelo veneno e para verificar 




índices hematológicos e bioquímicos do sangue dos animais vacinados e controle da 
terceira formulação vacinal.         
 A colheita de sangue deu-se a partir da Veia Auricular ou punção cardíaca 
imediatamente antes do desafio com veneno loxoscélico e 24 horas depois. Então, 
foram realizados hemograma completo (Eritograma e leucograma) e quantificações 
de parâmetros bioquímicos (alanina aminotransferase - ALT, aspartato 
aminotransferase - AST, creatinoquinase muscular – CK-M, gamaglutamiltransferase 
– GGT, creatinina sérica, ureia sérica, proteína sérica total, albumina sérica, globulina, 
fosfatase alcalina, lactato desidrogenase - LDH, bilirrubina total, bilirrubina direta e 
bilirrubina indireta). O Kit utilizado para a realização do hemograma foi o da marca 
Mindray (M-30 D, M-30CFL e M-30R) e para os parâmetros bioquímicos da Bioclin. 
Os ensaios foram realizados pelo Laboratório de Patologia Clínica Veterinária do 
Hospital Veterinário da Universidade Federal do Paraná. A análise estatística dos 
dados foi realizada no software GraphPad Prism 8.0.2 (San Diego, CA) através de 
análise de variância ANOVA e pós teste Sidak. A análise foi realizada entre os grupos 
avaliados (vacinados e controle) nos tempos de 0 e 24 horas e no mesmo grupo entre 
os tempos avaliados. Ainda, o sangue dos animais foi coletado antes da 
imunização (soro pré imune) e 15 dias após a terceira dose de vacina (soro 
hiperimune) para realização dos ensaios de Western Blot e ELISA. 
 
1.4.6 Vacinação de coelhos: avaliação da imunogenicidade das formulações 1, 2 e 3 
através de Western Blot.  
 
Para testar a capacidade das formulações vacinais induzirem a produção de 
anticorpos que reconhecem o veneno loxoscélico foram realizadas corridas 
eletroforéticas (SDS-PAGE 10%) de 2,5 μg de veneno total de L. intermedia, L. laeta 
e L. gaucho. O protocolo foi seguido conforme descrito anteriormente em 3.4. Diluição 
dos anticorpos primários: 1:5.000. Foram testados os soros de todos os animais 
vacinados com as formulações 1 e 2 e de 3 animais selecionados aleatoriamente do 






1.4.7 Vacinação de coelhos: avaliação da imunogenicidade das formulações 1, 2 e 3 
através de ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) 
 
Para verificar a produção de anticorpos (imunogenicidade) induzida pelas 
vacinas e, se esses são capazes de reconhecer as Fosfolipases D nativas do veneno 
de Loxosceles (antigenicidade) foi realizado um ensaio de ELISA. Neste ensaio, foram 
avaliados pool com partes iguais dos soros de todos os animais que receberam as 
formulações 1, 2 e 3. Além disso, um pool de soros animais controle negativo também 
foi avaliada.          
 Placas de 96 poços MaxiSorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca) foram 
sensibilizadas com uma solução com 10 μg/mL (100 μL por poço) do veneno de L. 
intermedia, L. laeta ou L. gaucho em tampão de bicarbonato de sódio 0,02 M pH 9,6 
overnight a 4°C. Após lavagem com solução de PBS Tween 20 0,05% os poços foram 
bloqueados com solução de PBS caseína 2% durante uma hora a 37°C. Em seguida, 
os poços foram novamente lavados e os soros obtidos nas vacinações adicionados 
na diluição de 1:40.000 e incubados durante uma hora a 37°C. Na sequência, as 
placas foram lavadas e incubadas durante 60 minutos a 37°C com anti-IgG coelho 
conjugada com peroxidase em uma diluição de 1:5000. Após nova lavagem as 
reações colorimétricas foram reveladas utilizando 0,4 mg/mL de OPD (orto-fenileno 
diamina), com 4 μL/mL H2O2, em tampão citrato para peroxidase pH 5,0 (50 mM de 
fosfato de sódio monobásico, 24 mM de ácido cítrico) durante 30 minutos e a reação 
foi parada com 50 μL de ácido sulfúrico 1 M. Valores de absorbância foram 
mensurados a 492 nm no leitor de ELISA (Meridiam ELX 800). A fim de descartar a 
possibilidade de reações inespecíficas por parte dos soros sanguíneos e comerciais, 
soros pré imunes foram utilizados. Todas as amostras foram realizadas em triplicata 
(adaptado de FIGUEIREDO et al., 2014).  
 
 1.4.8 Vacinação de camundongos e desafio com veneno: ensaio de letalidade 
   
Camundongos receberam, via intraperitoneal, uma preparação 1:1 de um pool 
de antígenos e adjuvante. O pool de antígenos é preparado com concentrações iguais 
das FLDs loxoscélicas LirecDT1Y228A, LlrecDT1H12/H47A e LgrecDT1E32/D34A e 
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o adjuvante escolhido foi hidróxido de alumínio 4% por ser o mais utilizado em 
vacinações humanas, como mencionado anteriormente (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 
2014). O esquema de imunização contou com três doses com intervalo de 3 semanas 
entre cada aplicação. Os animais foram imunizados (via intraperitoneal) com doses 
crescentes do pool de antígenos: 30 μg, 60 μg e 100 μg (n=24). Animais controle 
negativo (n=24) receberam doses de PBS e adjuvante (na proporção 1:1), no mesmo 
volume da preparação inoculada nos animais vacinados, seguindo o mesmo esquema 
de imunização.  Os animais vacinados e controle foram desafiados com 10 μg do 
veneno de L. intermedia na região intraperitoneal. Os animais foram acompanhados 
e a letalidade foi avaliada nos tempos de: 24, 48, 72 horas. 
 
4  RESULTADOS 
 
  ANTÍGENOS: OBTENÇÃO, ATIVIDADE E RECONHECIMENTO.   
 
Construções das FLDs em plasmídeo pET-14b usadas como antígenos 
(LiRecDT1Y228A, LlRecDT1H12A/H47A e LgRecDT1E32A/D34A) foram 
transformadas em cepa bacteriana de expressão BL21(DE3) pLysS. Após expressão, 
as proteínas foram purificadas pelo sistema de cromatografia ÄKTA pure em coluna 
cromatográfica de afinidade HisTrapTM HP. Para detectar a expressão dessas 
proteínas foram realizadas análises eletroforéticas do perfil proteico de amostras das 
bactérias antes da indução da expressão (0 horas) e após completado o tempo de 
expressão (3,5 horas). O perfil proteico das amostras purificadas (P) também foi 
avaliado.            
 As análises eletroforéticas em SDS-PAGE 12,5% das amostras coletadas em 
0 horas e 3,5 horas após a indução da expressão revelaram o aparecimento de uma 
banda de aproximadamente 35 kDa (FIGURA 5). A mesma análise demonstrou que 
após o método de purificação apenas essa banda de 35 kDa estava presente 






















Análises SDS-PAGE (12,5% em condições redutoras) da expressão e purificação das fosfolipases D 
com mutações sítio dirigidas: LiRecY228A, LlRecH12A/H47A e LgRecE32A/D34A. As proteínas foram 
coradas com azul de Coomassie. 0h e 3,5h: Perfil proteico de amostras de E. coli BL21 (DE3) pLysS 
coletadas por centrifugação após 0 e 3,5 horas de indução com 0,05 mM de IPTG (isopropil β-D-1-
tiogalactopiranósido). P: Perfil proteico de uma amostra das toxinas purificadas com auxílio do sistema 
de cromatografia ÄKTA pure com coluna cromatográfica de afinidade HisTrapTM HP 1 mL pré 
empacotada com Ni Sepharose (G&E). 
 
Duas abordagens diferentes foram aplicadas para testar a atividade dos 
antígenos usados na formulação vacinal. O primeiro teste denominado Amplex Red, 
que quantifica a atividade esfingomielinásica, demonstrou que as FLDs mutadas 
perderam a capacidade de hidrolisar esfingomielina mesmo em altas massas (100 μg) 
(FIGURA 6).           
 O ensaio in vivo ressaltou a eficiência das mutações sítio dirigidas. Esse ensaio, 
confirmou que a isoforma selvagem de FLD de L. intermedia (LiRecDT1) (10 μg) é 
capaz de desenvolver lesões macroscópicas na pele de coelhos a partir de 3 horas 
de inoculação (FIGURA 7). Já as isoformas mutadas (LiRecDT1 Y228A, LlRecDT1 
H12A-H47A e LgRecDT1 E32A-D34A) não apresentaram capacidade de induzir 
lesões macroscópicas em nenhum dos tempos avaliados, mesmo com uma alta 







FIGURA 6 – ATIVIDADE ESFINGOMIELINÁSICA (Amplex Red) DAS FOSFOLIPASES D 
















Atividade esfingomielinásica das isoformas selvagens de fosfolipases D (LiRecDT1, LgRecDT1, 
LlRecDT1) e suas respectivas isoformas com mutações sítio-dirigidas (LiRecDT1 Y228A, LgRecDT1 
E32A-D34A e LlRecDT1 H12AH47A) (100 μg). O produto da reação foi fluorimetricamente quantificado 
em comprimentos de onda de 540 nm (excitação) e 570 nm (emissão). O controle negativo foi obtido 
por incubação da mistura de reagentes Amplex Red na ausência de proteínas. A média ± desvio padrão 
é mostrada. A comparação foi feita entre as leituras de emissão dos grupos de toxinas selvagens e 
mutadas frente à leitura do controle negativo, ANOVA com pós teste Tuckey **** p < 0,001.  
 
FIGURA 7 – ATIVIDADE DERMONECRÓTICA DAS FOSFOLIPASES D COM MUTAÇÕES SÍTIO 
DIRIGIDAS. 
Dermonecrose em coelhos. Análise macroscópica das lesões após aplicação intradérmica de 50 μg 
das isoformas mutadas recombinantes de fosfolipases-D (LlRecDT1H12A/H47A; LiRecDT1Y228A e 
LgRecDT1E32/D34A). Como controle positivo de dermonecrose foi aplicado 10 μg da isoforma 
selvagem LiRecDT1. PBS foi usado como controle negativo. As lesões foram acompanhadas e 
fotografadas nos tempos de 0 e 24 horas após a aplicação das toxinas. Apenas o ponto de aplicação 




Após comprovar a inatividade in vitro e in vivo das FLDs mutadas 
recombinantes foi investigada a imunogenicidade destas proteínas. Por meio do 
ensaio de Western Blot foi revelado que as toxinas recombinantes mutadas foram 
reconhecidas por anticorpos contra o veneno total, na mesma intensidade que as 
toxinas recombinantes selvagens (Figura 8).  
 
FIGURA 8– REATIVIDADE IMUNOLÓGICA CRUZADA (Western Blot) DE FOSFOLIPASES D 
RECOMBINANTES SELVAGENS E SUAS ISOFORMAS MUTADAS. 
Western Blot. As proteínas purificadas (2,5 μg) selvagens (LiRecDT1, LgRecDT1 e LlRecDT1) e 
mutadas (LiRecDT1Y228A, LgRecDT1E32A/D34A e LlRecDT1H12A/H47A) foram separadas por SDS-
PAGE sob condições redutoras, transferidas para membranas de nitrocelulose que foram expostas a 
anticorpos produzidos contra o veneno total de L. intermedia, L. laeta ou L. gaucho (1:1.000) ou 
anticorpos contra LiRecDT1 (1:1.000). Para a detecção de reações imunológicas foi utilizado anti-IgG 
secundário conjugado à fosfatase alcalina (1:5.000) e a reação foi revelada com BCIP/NBT. Como 
controle para especificidade de anticorpos foi usado o soro pré-imune dos animais produtores dos 
anticorpos.   
 
  FORMULAÇÕES VACINAIS 1 E 2 
 
4.2.1 Lesões cutâneas 
 
Por apresentarem inatividade e imunogenicidade, as FLDs foram elencadas 
como antígenos para uma vacina capaz de proteger coelhos frente a um dos danos 
causados pelo veneno de Loxosceles: o loxoscelismo cutâneo. A fim de avaliar as 
massas usadas na formulação vacinal, um ensaio piloto foi realizado com coelhos (n 




1 e vacinados grupo 2. Os animais vacinados do grupo 1 receberam até 300 μg dos 
antígenos e os do grupo 2 até 400 μg.        
 Os animais dos grupos controle negativo e vacinados foram desafiados com o 
veneno total de L. intermedia (FIGURA 9A), L. laeta (FIGURA 9B) e L. gaucho 
(FIGURA 9C) 15 dias após o término da vacinação. Sendo que os animais do grupo 
controle negativo (n=3) receberam a aplicação de apenas um dos venenos 
loxoscélicos. Já os animais vacinados (n=4) receberam os 3 venenos em diferentes 
pontos de aplicação.          
 A lesão cutânea no grupo controle negativo iniciou-se em todos os animais 
testados em 3 horas após a injeção do veneno de Loxosceles. Macroscopicamente, 
nesse intervalo é possível observar edema, eritema e equimose no local da aplicação 
(FIGURA 9). A lesão espalhou-se de forma gravitacional sendo acompanhada por 
necrose dérmica no tempo de 24 horas (FIGURA 9).     
 Os animais vacinados apresentaram uma significativa diminuição das lesões 
macroscópicas em resposta a todos os venenos de Loxosceles em todos os intervalos 
avaliados quando comparados com os animais controle negativo (FIGURA 9). As 
lesões cutâneas também iniciaram após 3 horas da inoculação do veneno sendo 
possível observar macroscopicamente edema, eritema e equimose na maioria dos 
animais avaliados.  Porém, quando as lesões são comparadas com os animais 
controle negativo, além de uma menor área de lesão, os animais vacinados 
apresentaram menos edema, eritema, equimose, área necrótica e espalhamento 
gravitacional desde o primeiro tempo avaliado (FIGURA 9).    
 Foi possível verificar que a menor proteção foi em resposta ao veneno de L. 
intermedia (FIGURA 9A) e que, visualmente, não houve uma diferença significativa 
nas lesões macroscópicas entre os grupos 1 e 2 para nenhum dos venenos inoculados 









FIGURA 9 – AVALIAÇÃO MACROSCÓPICA DAS LESÕES DERMONECRÓTICAS APÓS 
EXPOSIÇÃO AO VENENO DE L. intermedia (A), L. laeta (B) e L. gaucho (C) NOS GRUPOS 











































































































































Análise macroscópica das lesões dermonecróticas em coelhos vacinados (grupo 1 com a formulação 
1 e grupo 2 com a formulação 2) e coelhos não vacinados (C-) 24 horas após a aplicação do veneno 
de Loxosceles sp. A) Aplicação do veneno total de Loxosceles intermedia (10 μg) ou PBS. B) Aplicação 
do veneno de Loxosceles laeta (10 μg) ou PBS. C) Aplicação do veneno de Loxosceles gaucho (10 μg) 
ou PBS. Esse ensaio foi realizado 15 dias após o término do esquema de vacinação. C-: animais que 
receberam apenas PBS e adjuvante como vacina. Grupo 1 e 2: animais que receberam as formulações 











  FORMULAÇÃO VACINAL 3 
 
4.3.1. Lesões cutâneas 
 
Após ensaio piloto de vacinação (formulações 1 e 2) optou-se por testar uma 
nova formulação vacinal com maior massa de antígeno, nesse ensaio os animais 
vacinados receberam até 1 mg do pool das FLDs mutadas recombinantes. Além disso, 
para realização de ensaios bioquímicos e hematimétricos, cada animal, após o 
término do esquema de vacinação, foi desafiado com apenas 1 dos venenos 
loxoscélicos. Os animais foram acompanhados por mais tempo para melhor avaliação 
da progressão das lesões.        
 As lesões cutâneas no grupo controle negativo iniciaram-se em todos os 
animais testados e para todos os venenos loxoscélicos em 3 horas após inoculação. 
Macroscopicamente, nesse tempo é possível observar edema, eritema e equimose no 
local da aplicação (FIGURA 10). A lesão espalhou-se de forma gravitacional sendo 
acompanhada por necrose dérmica a partir de 24 horas após inoculação (FIGURA 
10). Em 96 horas a maioria dos animais controle negativo apresentaram crosta 
necrótica (FIGURA 10).          
 Na maioria dos animais vacinados as lesões macroscópicas também tiveram 
início em 3 horas após inoculação do veneno, sendo as lesões cutâneas deste tempo 
quase imperceptíveis na maioria dos animais (FIGURA 10). Macroscopicamente, foi 
possível observar edema, eritema e equimose em alguns animais sendo que esses 
sinais não estavam presentes em todos os animais após 3 horas da inoculação 
(FIGURA 10).          
 A progressão da lesão cutânea dos animais vacinados ocorreu de forma mais 
branda do que nos animais controle negativo. Foi observada uma área de lesão muito 
menor, com menos edema, eritema, equimose e espalhamento gravitacional nos 
tempos de 24, 48 e 72 horas (FIGURA 10). Apenas alguns animais apresentaram 
formação de lesão dermonecrótica visual nos tempos avaliados (FIGURA 10). 
 A vacinação foi eficiente na redução do loxoscelismo cutâneo causado pelos 
venenos de L. intermedia (FIGURA 10A), L. laeta (FIGURA 10B) e L. gaucho (FIGURA 
10C) quando comparados os animais do grupo controle negativo e vacinados. A 
menor proteção foi observada em resposta ao veneno de L. intermedia (FIGURA 10A). 
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FIGURA 10– AVALIAÇÃO MACROSCÓPICA DAS LESÕES DERMONECRÓTICAS APÓS 
EXPOSIÇÃO AO VENENO DE L. intermedia (A), L. laeta (B) e L. gaucho (C) NOS GRUPOS 


























































Análise macroscópica das lesões dermonecróticas em coelhos vacinados (com a formulação 3) e 
coelhos controle negativos (C-) após a aplicação do veneno de Loxosceles sp. A) Aplicação do veneno 
total de Loxosceles intermedia (10 μg) ou PBS. B) Aplicação do veneno de Loxosceles laeta (10 μg) ou 
PBS. C) Aplicação do veneno de Loxosceles gaucho (10 μg) ou PBS. Esse ensaio foi realizado 15 dias 
após o término do esquema de vacinação. As lesões foram acompanhadas, fotografadas e o edema 
mensurado nos tempos de 0, 3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas. C-: animais que receberam apenas PBS e 








O edema dos animais dos grupos vacinados e controle negativo foi mensurado 
e convertido em área. Foi possível observar redução significativa na área de edema 
nos animais imunizados, em todos os tempos avaliados após a inoculação do veneno 
de L. intermedia, quando comparados aos animais controle negativo (FIGURA 7 A). 
Já para os venenos de L. laeta e L. gaucho a redução do edema começou a ser 
significativa 24 horas pós inoculação (FIGURA 7 B e C).  
 
FIGURA 11 – AVALIAÇÃO CINÉTICA DO EDEMA APÓS EXPOSIÇÃO AO VENENO DE L. intermedia 


















Área de edema média (n= 3) ± SD medido nos tempos 3, 6, 24, 48, 72 e 96 horas após inoculação ID 
de veneno (10 μg) de L. intermedia (A), L. laeta (B) e L. gaucho (C) nos grupos de coelhos controle 
negativo e vacinados. A aplicação de salina (ID no dorso) foi avaliada apresentando ausência de edema 
nos mesmos tempos avaliados (não mostrado). Houve redução significativa do edema em todos os 
tempos avaliados para L. intermedia e a partir de 24 horas para L. laeta e L. gaucho. ANOVA com pós 







O pico máximo da área média de edema foi observado em 24 horas para os 
grupos desafiados com o veneno de L. intermedia tanto nos animais controle negativo 
(53,17 cm2) quanto nos animais vacinados (9,06 cm2). A área de edema teve sua 
maior redução quando comparados os dois grupos no tempo de 48 horas. Neste 
tempo os animais vacinados apresentaram área de edema 87,23% menor que os do 
grupo controle negativo (TABELA 2).  
 
TABELA 2 - VALORES MÉDIOS DE EDEMA OBSERVADOS NOS GRUPOS CONTROLE NEGATIVO 













       NOTA: n=3; valores em negrito: pico máximo e redução máxima de edema 
 
Para o veneno de L. laeta o pico máximo da área média de edema foi observado 
em 24 horas para os animais controle negativo (47,87 cm2) e 48 horas nos animais 
vacinados (19,44 cm2) e a redução máxima de edema ocorreu em 96 horas com área 









 Edema (cm2)  
Tempos  Controle Vacinados Redução (%) 
 
3 h 11,23 ± 1,78  2,23 ± 0,15 80,16 
6 h 18,75 ± 2,82 6,17 ± 1,25 67,10 
24 h 53,17 ± 5,10 9,06 ± 1,94 82,96 
48 h 38,80 ± 4,75 5,08 ± 0,87 87,23 
72 h 32,17 ± 0,67 4,49 ± 0,68 86,03 




TABELA 3 - VALORES MÉDIOS DE EDEMA OBSERVADOS NOS GRUPOS CONTROLE NEGATIVO 












      NOTA: n=3; valores em negrito: pico máximo e redução máxima de edema.  
 
A inoculação do veneno de L. gaucho provocou pico máximo da área média de 
edema em 48 horas para os animais controle negativo (64,08 cm2) e 24 horas nos 
animais vacinados (10,14 cm2) e a redução máxima de edema ocorreu em 96 horas 
com 96,57% de redução comparando os dois grupos (TABELA 4).  
 
TABELA 4 - VALORES MÉDIOS DE EDEMA OBSERVADOS NOS GRUPOS CONTROLE NEGATIVO 












       NOTA: n=3; valores em negrito: pico máximo e redução máxima de edema. 
 
 
 Edema (cm2)  
Tempos  Controle Vacinados Redução (%) 
 
3 h 3,92 ± 1,19  3,42 ± 0,77 12,85 
6 h 8,77 ± 2,53 5,82 ± 1,57 33,66 
24 h 47,87 ± 12,75 15,57 ± 0,92 67,48 
48 h 45,73 ± 10,36 19,44 ± 3,50 57,50 
72 h 38,83 ± 7,35 10,41 ± 5,05 73,18 
96 h 34,02 ± 4,14 3,50 ± 1,38 89,70  
 Edema (cm2)  
Tempos  Controle Vacinados Redução (%) 
 
3 h 5,36 ± 0,92  2,51 ± 0,34 53,08 
6 h 17,34 ± 4,0 5,66 ± 1,12 67,35 
24 h 61,99 ± 6,93 10,14 ± 4,81 83,65 
48 h 64,08 ± 7,06 9,0 ± 5,81 85,95 
72 h 54,43 ± 7,61 8,76 ± 5,97 83,90 




4.3.3 Parâmetros sistêmicos 
  
Para avaliar possíveis danos sistêmicos causados pelos venenos loxoscélicos 
e detectar se os animais vacinados estavam protegidos frente a esses danos, foram 
realizadas análises do hemograma (eritrograma e leucograma) e dos índices 
bioquímicos. Apenas resultados de parâmetros alterados ou de importância para a 
discussão serão mostrados.         
 No hemograma também foram mensurados: Volume globular médio – VMG, 
concentração de hemoglobina globular média – CHGM, anisocitose, policromatófilos, 
metarrubrócitos, bastonetes, metaminelinócitos, eosinófilos, monócitos e basófilos. 
Nenhum desses parâmetros encontrava-se fora dos valores de referência em nenhum 
dos tempos avaliados em nenhum animal. Além disso, não foi possível realizar a 
estimativa de plaquetas pela grande quantidade de amostras com plaquetas 
agregadas.           
  Quanto aos índices bioquímicos, além dos que serão mostrados, também 
foram dosados: albumina, globulina, fosfatase alcalina, lactato, bilirrubina total, 
bilirrubina direta e bilirrubina indireta. Nenhum desses parâmetros encontrava-se fora 
dos valores de referência em nenhum dos tempos avaliados em nenhum animal. A 
tabela 5 resume os valores de referência para coelhos dos parâmetros elencados para 
discussão neste trabalho.  
 
TABELA 5- VALORES DE REFERÊNCIA DE ERITOGRAMA, LEUCOGRAMA E PARÂMETROS 
BIOQUÍMICOS PARA COELHOS.  
NOTA: Eritrócitos totais, leucócitos totais, heterófilos absoluto e leucócitos absoluto: milhões/μL; 
Hematócrito, heterófilos relativo e linfócitos relativo: %; Hemoglobina: g/dL; ALT, AST, GGT e CK-
Muscular: U/L; Proteína total: g/dL, Ureia: mg/dL, Creatinina: mg/dL,. Fonte: Adaptado de CARPENTER 
& MARION (2018) e KORN e colaboradores (2018). 
 
 Eritograma e Leucograma    Parâmetros bioquímicos 
     
Eritrócitos totais  4-8 ALT 14-80 
Hematócrito  30-50 AST 14-113 
Hemoglobina  8-17.5 GGT 1.0-11.9 
Leucócitos totais  5-12 LDH 34-150 
Heterófilos absoluto  1.75-6.6 Proteína Total 5.4-7.5 
Heterófilos relativo  35-55 Ureia 15-50 
Linfócitos absoluto  3.0-7.2 Creatinina 0.5-2.6 




A contagem de células vermelhas e brancas do sangue antes e após a 
inoculação do veneno de L. intermedia revelou que apenas a porcentagem de 
heterofilos (contagem relativa) ficou acima dos valores de referência para a espécie. 
A proporção dessas células na linhagem branca estava alterada nos animais 
vacinados logo antes do desafio com o veneno e nos animais do grupo controle após 
24 horas da inoculação com o veneno (TABELA 6). Não foram constatadas diferenças 
significativas para nenhum dos parâmetros, nem entre os grupos e nem entre tempos 
avaliados.   
 
TABELA 6- CONTAGEM DE ERITOGRAMA E LEUCOGRAMA ANTES E APÓS A EXPOSIÇÃO DO 
VENENO DE L. intermedia EM ANIMAIS VACINADOS E CONTROLE NEGATIVO 
NOTA: n= 3.  Eritrócitos totais, leucócitos totais, heterófilos absoluto e leucócitos absoluto: milhões/μL; 
Hematócrito, heterófilos relativo e linfócitos relativo: %; Hemoglobina: g/dL. Valores em vermelho: acima 
da referência para a espécie (TABELA 5). Não foram encontradas diferenças significativas nos 
parâmetros avaliados nem entre os grupos nem entre os tempos avaliados para o mesmo grupo. 
ANOVA com pós teste Sidak. 
 
A avaliação bioquímica do soro dos animais controle negativo desafiados com 
o veneno de L. intermedia revelou valores médios das enzimas hepáticas ALT (alanina 
aminotransferase), GGT (gama glutamil transferase) e LDH (lactato desidrogenase) 
fora dos valores de referência para a espécie (aumentados) em 0 e 24 horas (TABELA 
7). Foram observadas diferenças significativas em ALT e CK muscular no tempo de 
24 horas entre os grupos controle e vacinados e em creatinina no grupo controle 
negativo entre os tempos avaliados. Diferenças significativas também foram 
observadas em creatinina e CK muscular entre os tempos avaliados para o grupo 
controle e vacinados, respectivamente. 
 
 0 horas   24 horas 
 Controle Vacinados Controle Vacinados 
Eritrócitos 6.4 ± 0.2 6.9 ± 0.3 5.6 ± 0.2 6.15 ± 0.6 
Hematócrito 39.5 ± 1.5 41.33 ± 0.9 35.5 ± 0.5 38.33 ± 1.9 
Hemoglobina 12.25 ± 0.4 11.1 ± 0.2 12.7 ± 0.6 11.4 ± 1.2 
Leucócitos total 8.7 ± 0.7 7.85 ± 0.5 6.45 ± 0.65 9.25 ± 0.5 
Heterófilos absoluto 4.5 ± 0.4 4.5 ± 0.4 3.9 ± 0.8 4.8 ± 0.4 
Heterófilos relativo 51.5 ± 0.5 57.5 ± 5.5 61.0 ± 0.6 52.0± 5.0 
Linfócitos absoluto 3.6 ± 0.3 2.7 ± 0.4 1.7 ± 0.1 3.9 ± 0.8 




TABELA 7– AVALIAÇÕES BIOQUÍMICAS ANTES E APÓS A EXPOSIÇÃO AO VENENO DE L. 
intermedia NOS GRUPOS CONTROLE NEGATIVO E VACINADOS. 
NOTA: n=3. ALT, AST, GGT e CK-Muscular: U/L; Proteína total: g/dL, Ureia: mg/dL, Creatinina: mg/dL. 
Valores em vermelho: acima da referência para a espécie (TABELA 5). Diferenças significativas foram 
encontradas em ALT e CK-muscular em 24 horas entre os grupos controle e vacinados, em creatinina 
no grupo controle entre os tempos avaliados e em CK-muscular nos animais vacinados entre os tempos 
avaliados e em 24 horas entre os animais dos grupos controle e vacinados. ANOVA com pós teste 
Sidak, * p < 0,1, ** p < 0,01. 
 
Antes e após a exposição ao veneno de L. laeta animais controle negativo e 
vacinados também tiveram seus parâmetros hematológicos avaliados. Os valores 
absolutos de linfócitos encontravam-se ligeiramente abaixo dos valores de referência 
para a espécie em ambos os grupos em 0 horas e no grupo controle em 24 horas 
(TABELA 8). Uma diferença significativa foi observada na concentração de 
hemoglobina dos animais do grupo controle entre os tempos avaliados (houve 











 0 horas   24 horas 
 Controle Vacinados Controle Vacinados 
ALT 82.0 ± 3.7 66.3 ± 3.5 95.9 ± 6.2* 67.6 ± 5.3* 
AST 50.2 ± 21.4 35.9 ± 0.4 97.9 ± 25.9 40.8 ± 0.7 
GGT 13.8 ± 1.5 8.63 ± 0.7 25.7 ± 14.9 12.1 ± 1.8 
LDH 458.9 ± 89.4 343.6 ± 3.8  431.1 ± 180.6 628.1 ± 127.6 
Proteína total 5.9 ± 0.06 6.5 ± 0.3 6.2 ± 0.6 5.9 ± 0.3 
Ureia 44.1 ± 0.6 42.6 ± 2.9 49.9 ± 5.8 41 ± 1.2 
Creatinina 1.0 ± 0.06* 0.93 ± 0.03 1.8 ± 0.3* 1.4 ± 0.1 




TABELA 8- AVALIAÇÕES HEMATOLÓGICAS ANTES E APÓS EXPOSIÇÃO AO VENENO DE L. laeta 
NOS GRUPOS CONTROLE NEGATIVO E VACINADOS. 
NOTA: n= 3. Eritrócitos totais, leucócitos totais, heterófilos absoluto e leucócitos absoluto: milhões/μL; 
Hematócrito, heterófilos relativo e linfócitos relativo: %; Hemoglobina: g/dL. Valores em vermelho: 
abaixo da referência para a espécie (TABELA 5). Uma redução significativa foi encontrada na 
concentração de hemoglobina no grupo controle negativo antes (0 horas) e após (24 horas) da 
inoculação do veneno de L. laeta. ANOVA com pós teste Sidak, * p < 0,1.   
    
 
A avaliação bioquímica do soro dos mesmos animais revelou valores médios 
acima dos valores de referência para a espécie para as enzimas GGT e LDH em 0 e 
24 horas após o desafio com o veneno em ambos os grupos (TABELA 9). Valores 
acima da referência também foram observados em CK-muscular 24 horas após o 
desafio com o veneno de L. laeta em ambos os grupos. Não foram observadas 













 0 horas   24 horas 
 Controle Vacinados Controle Vacinados 
Eritrócitos 7.2 ± 0.4 6.6 ± 0.2  6.6 ± 0.3 6.4 ± 0.1 
Hematócrito 43 ± 1.7  40 ± 1.0 39.3 ± 1.3 39 ± 1.5 
Hemoglobina 13.6 ± 0.5* 12.5 ± 0.3 11.8 ± 0.1* 11.8 ± 0.2 
Leucócitos totais 6.3 ± 0.4 7.9 ± 0.9 6.0 ± 0.8 8.8 ± 0.3 
Heterófilos absoluto 2.8 ± 0.4 4.3 ± 1.3 2.9 ± 0.9 3.9 ± 0.4 
Heterófilos relativo 44.7 ± 4.4  52.7 ± 9.9 46.7 ± 11.4 43.7 ± 3.3  
Linfócitos absoluto 2.9 ± 0.4 2.9 ± 0.5 2.8 ± 0.7 4.8 ± 0.2 




TABELA 9- AVALIAÇÕES BIOQUÍMICAS ANTES E APÓS A EXPOSIÇÃO AO VENENO DE L. laeta 
NOS GRUPOS CONTROLE NEGATIVO E VACINADOS. 
NOTA: n=3. ALT, AST, GGT e CK-Muscular: U/L; Proteína total: g/dL, Ureia: mg/dL, Creatinina: mg/dL. 
Valores em vermelho: acima da referência para a espécie (TABELA 5). Não foram encontradas 
diferenças significativas nos parâmetros avaliados. ANOVA com pós teste Sidak. 
 
Não foi possível avaliar os índices hematimétricos dos animais desafiados com 
o veneno de L. gaucho porque a as amostras de sangue estavam hemolisadas. Mas 
a avaliação dos parâmetros bioquímicos ainda foi possível. A avaliação bioquímica do 
soro dos animais dos grupos controle negativo e vacinados desafiados com o veneno 
de L. gaucho revelou que a média dos valores dos parâmetros ALT e AST estavam 
alteradas para cima nos dois grupos, sendo que a alteração em AST já estava 
presente nos animais controle em 0 horas (TABELA 10). Alterações acima da 
referência em LDH foram observadas para ambos os grupos nos dois tempos 
avaliados. A CK muscular também estava alterada para cima em ambos os grupos, 
exceto para os animais vacinados em 0 horas (TABELA 10). Não foram observadas 










 0 horas    24 horas 
 Controle  Vacinados Controle Vacinados 
ALT 56.5 ± 2.9  67.1 ± 15.3 66.9 ± 12.6 79.9 ± 9.3 
AST 50.3 ± 11.3  47.7 ± 1.18 74.0 ± 5.3 53.4 ± 12.4 
GGT 14.5 ± 0.3  14.2 ± 1.6 12.0 ± 0.5 12.3 ± 0.8 
LDH 670.4 ± 99.2  709.4 ± 128.3 435.3 ± 52.1 531.9 ± 70.3 
Proteína total 6.0 ± 0.3  5.9 ± 0.07 5.4 ± 0.2 5.6 ± 0.1 
Ureia 41.0 ± 1.7  41.5 ± 5.1 47.4 ± 6.2 40.7 ± 4.4 
Creatinina 1.1 ± 0.1  1.1 ± 0.09 1.1 ± 0.1 1.0 ± 0.07 
CK-Muscular 1.715 ± 121.0  1.501 ± 318.8 3.418 ± 659.6 4.777 ± 1.181 
63 
 
TABELA 10– AVALIAÇÕES BIOQUÍMICAS ANTES E APÓS A EXPOSIÇÃO AO VENENO DE L. 
gaucho NOS GRUPOS CONTROLE NEGATIVO E VACINADOS. 
NOTA: n= 3. ALT, AST, GGT e CK-Muscular: U/L; Proteína total: g/dL, Ureia: mg/dL, Creatinina: mg/dL. 
Valores em vermelho: acima da referência para a espécie (TABELA 5). Não foram encontradas 
diferenças significativas nos parâmetros avaliados. ANOVA com pós teste Sidak. 
 
 IMUNOGENICIDADE DAS FORMULAÇÕES 1, 2 E 3. 
 
A fim de avaliar a produção de anticorpos frente aos venenos loxoscélicos 
estimulada pelas formulações 1, 2 e 3 foram realizados os ensaios de Western Blot e 
ELISA. No ensaio de Western Blot foi possível verificar que os animais vacinados com 
a formulação 3 foram capazes de produzir anticorpos frente aos venenos das 3 
espécies de Loxosceles avaliadas (FIGURA 12). No mesmo ensaio a presença de 
anticorpos nos animais vacinados com as formulações 1 e 2 não foi detectada.  
 O ensaio de ELISA demonstrou que todas as formulações foram capazes de 
estimular a produção de anticorpos frente aos venenos de L. intermedia, L. laeta e L. 
gaucho quando comparados com o soro pré imune (resultados estatisticamente 
significativos) (FIGURA 13). Não foram detectados anticorpos nos animais controle 
negativo. O ensaio também demonstrou a produção de anticorpos contra as toxinas 
dos venenos induzidos pela formulação 3 foi superior em termos de quantidade às 







 0 horas   24 horas 
 Controle Vacinados Controle Vacinados 
ALT 65.1 ± 11.2 79.3 ± 33.2 113.9 ± 23.1 104.8 ± 19.8 
AST 122.5 ± 66.9  110.6 ± 47.1 222.0 ± 88.6  212.7 ± 77.3 
GGT 10.7 ± 1.0 11.6 ± 1.6 10.7 ± 1.1 10.4 ± 1.5 
LDH 889.0 ± 261.7 701.6 ± 101.6 429.9 ± 44.6 1.051 ± 325.9 
Proteína total 5.4 ± 0.2 5.7 ± 0.2 5.5 ± 0.1 5.6 ± 0.2 
Ureia 40.2 ± 1.0 38.6 ± 2.1 45.7 ± 16.0 59.0 ± 7.8 
Creatinina 0.9 ± 0.03 0.9 ± 0.06 2.4 ± 1.3 1.2 ± 0.1 





FIGURA 12 – REATIVIDADE IMUNOLÓGICA (Western Blot) DE ANIMAIS VACINADOS COM A 










Western Blot. Os venenos de L. intermedia (Li), L. laeta (Ll) e L. gaucho (Lg) (2,5 μg) foram separados 
por SDS-PAGE sob condições redutoras, transferidas para membranas de nitrocelulose que foram 
expostas ao soro de animais vacinados com a formulação 1, 2 e 3 (1:5.000). As imagens das três 
membranas indicadas com “Formulação 3” se referem aos resultados das reações com soros de três 
coelhos imunizados com a formulação 3 (representativo de 9 animais). A produção de anticorpos 
estimulada pelas vacinações 1 e 2 não foi imunodetectada nas condições avaliadas (dados não 
mostrados). O soro de animais controle negativo e pré imune de 5 animais foram avaliados, a imagem 
escolhida é representativa desses grupos. Para a detecção de reações imunológicas foi utilizado anti-








FIGURA 13 - REATIVIDADE IMUNOLÓGICA (ELISA) DE ANIMAIS VACINADOS COM AS 
FORMULAÇÕES 1, 2 E 3.  
  
Reatividade contra os venenos de L. intermedia (A), L. laeta (B) e L. gaucho (C) dos soros de animais 
vacinados com as formulações 1, 2 e 3 através de ELISA. Placas MaxiSorp (NUNC) foram 
sensibilizadas com solução de veneno de Loxosceles. As absorbâncias foram medidas em 490 nm. Os 
desvios padrões médios estão representados, com níveis de significância **** p ≤ 0,0001 e *** p ≤ 
0,001, ** p ≤ 0,01 ANOVA com pós teste Tuckey comparando a produção de anticorpos estimulada 
pela formulação 3 com as formulações 1 e 2. Todas as formulações foram capazes de estimular a 
produção de anticorpos em relação ao soro dos animais controle negativo e do soro pré imune. A única 
diferença estatisticamente significativa observada em relação aos venenos foi na formulação 1 entre 
os venenos de L. intermedia e L. gaucho. 
 
  VACINAÇÃO EM CAMUNDONGOS: PROTEÇÃO FRENTE AO 
LOXOSCELISMO SISTÊMICO 
 
A eficácia da vacinação na proteção frente à danos sistêmicos causados pelo 
veneno loxoscélico também foi avaliada em camundongos. A vacinação mostrou-se 
eficaz na proteção desses animais frente à morte causada pelo veneno loxoscélico. 
Camundongos vacinados tiveram redução de 79,17% frente a letalidade causada pelo 







TABELA 11– EFEITO PROTETIVO DA VACINAÇÃO FRENTE À LETALIDADE EM CAMUNDONGOS 











NOTA: Letalidade em camundongos dos grupos vacinados e controle negativo (C-) após a aplicação 
do veneno de Loxosceles intermedia (10 μg). Esse ensaio foi realizado 10 dias após o término do 
esquema de vacinação. Os animais foram acompanhados nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas após 
aplicação. C-: animais que receberam apenas PBS e adjuvante como vacina. Vacinados: animais que 
receberam 30, 60 e 100 μg de FLDs na formulação vacinal. Os dados tabelados representam os 





Loxoscelismo é o conjunto de sinais e sintomas observados após o acidente 
com aranhas do gênero Loxosceles. Esse quadro pode ocorrer de forma cutânea e/ou 
sistêmica. Apesar de ser considerado um problema de saúde pública no Brasil, com 
7.992 casos notificados ao SINAN-MS e 9 óbitos no ano de 2017, ainda não existe 
uma terapia definitiva para o loxoscelismo (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019; 
SWANSON & VETTER, 2006; HOGAN et al., 2004; WENDELL, 2003). 
A busca por novas terapias para o loxoscelismo muitas vezes é pautada nas 
toxinas presentes no veneno. Dentre essas toxinas destacam-se as fosfolipases-D 
(FLDs). Sozinhas, essas enzimas são capazes de reproduzir experimentalmente a 
maioria dos sinais e sintomas do loxoscelismo cutâneo e sistêmico (CHAVES-
MOREIRA et al., 2017). Isso, torna essas moléculas importantes alvos para o 
desenvolvimento de novas terapias (CHAVES-MOREIRA et al., 2019). No presente 
estudo, FLDs mutadas recombinantes foram utilizadas como antígenos em uma 
proposta de terapia preventiva ao loxoscelismo. 
A obtenção dos antígenos vacinais foi realizada em um sistema procarioto de 
expressão, a cepa bacteriana E. coli BL21 (DE3) pLysS, que já mostrou alta eficiência 
na produção de diversas FLDs mutadas recombinantes de L. intermedia (VUITIKA et 
al., 2016; CHAIM et al., 2006). Análise proteômica por espectrometria de massa de 
 Letalidade camundongo  
Tempos Controle Vacinados 
0 h 0/24 0/24 
24 h 16/24 1/24 
48 h 22/24 5/24 
72 h 24/24 5/24 




venenos de 10 espécies diferentes de Loxosceles sp. revelou que FLDs possuem 
massa entre 31,0 e 35,0 kDa (BINFORD et al., 2009). No presente estudo, a análise 
eletroforética das amostras coletadas antes e após a expressão das FLDs revelou o 
aparecimento de uma banda de aproximadamente 35 kDa. Além disso, o mesmo 
ensaio demonstrou a purificação dessas moléculas com uma alta taxa de pureza, 
comprovando que todas as FLDs foram obtidas com sucesso nas condições 
anteriormente padronizadas para FLDs mutadas recombinantes de L. intermedia 
(VUITIKA et al., 2016; CHAIM et al., 2006).  
Fosfolipases-D são conhecidas pela capacidade de catalisar a hidrólise de 
diversos substratos lipídicos (CHAVES-MOREIRA et al., 2011; LEE & LYNCH, 2005). 
FLDs de L. intermedia com mutações sítio dirigidas em resíduos que estão envolvidos 
na hidrólise do substrato lipídico (LiRecDT1 H12A, LiRecDT1 H12A-H47A, LiRecDT1 
E32A-D34A e LiRecDT1 Y228A) possuem uma drástica diminuição na atividade 
fosfolipásica (VUITIKA et al., 2016; KUSMA et al., 2008). Além da perda da 
capacidade fosfolipásica essas FLDs também não foram capazes de induzir com 
eficiência: Hemólise, nefrotoxicidade, citotoxicidade, permeabilidade vascular e 
dermonecrose (VUITIKA et al., 2016, CHAIM et al., 2011; KUSMA et al., 2008), o que 
tornou essas moléculas importantes bioferramentas para o estudo e tratamento do 
loxoscelismo.           
 No presente estudo, essas mutações também foram realizadas em FLDs de L. 
laeta e L. gaucho. Por meio do ensaio de atividade esfingomielinásica foi possível 
constatar que todas as isoformas mutantes reduziram drasticamente a capacidade de 
clivar esfingomielina (SM) quando comparadas com as isoformas selvagens, mesmo 
com uma alta massa de FLD usada no experimento (100 μg). Ainda, as isoformas com 
mutações sítio dirigidas também não foram capazes de induzir lesões 
dermonecróticas em coelhos, mesmo aplicadas em grande quantidade (50 μg). O 
contrário foi observado para a isoforma selvagem (LiRecDT1) que foi capaz de 
hidrolisar SM e induzir lesões dermonecróticas, como já mostrado anteriormente 
(CHAIM et al., 2006).         
 No contexto do envenenamento, a clivagem dos lipídeos de membrana 
promovida pelas FLDs libera metabólitos bioativos, que são apontados como os 
principais responsáveis por promover as atividades biológicas observadas no 
loxoscelismo (GREMSKI et al., 2014; CHAVES-MOREIRA et al., 2011; LEE & LYNCH, 




ceramida-1-fostato e ácido lisofosfatídico, descritos como mediadores de resposta 
inflamatória (CHAVES-MOREIRA et al., 2011; LEE & LYNCH, 2005). Esses, produtos 
da degradação de fosfolipídeos de membrana são apontados como os promotores de 
vários sinais e sintomas do loxoscelismo cutâneo e sistêmico.  
Confirmando a importância da atividade fosfolipásica das FLDs na promoção 
dos sinais e sintomas do loxoscelismo, estudos relataram que homólogos de FLDs 
desprovidos de atividade catalítica, como por exemplo LiRecDT3, também são 
incapazes de induzir a formação de lesões dermonecróticas, hemólise, agregação 
plaquetária e permeabilidade vascular (DA SILVEIRA et al., 2007; DA SILVEIRA et al., 
2006).  
Apesar das FLDs de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho pertencerem a 
diferentes espécies e não possuírem a mesma sequência aminoacídica, já é de 
conhecimento que os aminoácidos envolvidos na catálise do substrato são altamente 
conservados ao longo do gênero Loxosceles (MURAKAMI et al., 2005). O fato das 
mesmas mutações sítio dirigidas realizadas em LiRecDT1 por VUITIKA e 
colaboradores (2016) também alterarem a atividade de LlRecDT1 e LgRecDT1 
ressalta a importância desses resíduos de aminoácidos para a atividade das FLDs 
loxoscélicas. Contrariamente, LiRecDT3, isoforma sem atividade, possui todos os 
resíduos de aminoácidos do sítio catalítico conservados, porém, os aminoácidos perto 
desses sítio ativo são ligeiramente diferentes dos encontrados em FLDs com 
atividade, o que pode explicar a ausência de atividade fosfolipásica dessa molécula 
(DA SILVEIRA et al., 2007; DA SILVEIRA et al., 2006). 
Estudos com FLDs recombinantes selvagens já demonstraram que essas 
toxinas contém sequência, identidade de epítopos e reatividade cruzada antigênica 
com as fosfolipases-D do veneno nativo loxoscélico  (APPEL et al., 2008; DA 
SILVEIRA et al., 2007; CHAIM et al., 2006; DA SILVEIRA et al., 2006). Recentemente, 
VUITIKA e colaboradores (2016) demonstraram que isoformas mutadas de LiRecDT1, 
entre elas LiRecDT1 Y228A, foram reconhecidas por anticorpos contra o veneno de 
L. intermedia e LiRecDT1. No presente estudo as isoformas mutadas recombinantes 
LlRecDT1 H12A-H47A e LgRecDT1 E32A-D34A também provaram ter epítopos 
conservados das FLDs do veneno nativo, demonstrando que as isoformas 
recombinantes com mutações sítio dirigidas mantiveram a maior parte dos epítopos 




A reatividade cruzada entre os venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho 
já foi demonstrada anteriormente. Um soro produzido contra o veneno bruto de L. 
gaucho foi capaz de reconhecer toxinas dos venenos de L. laeta e L. intermedia, 
destacando a similaridade entre epítopos dos 3 venenos para diversas toxinas 
(BARBARO et al., 1996). Isso também já foi demonstrado para FLDs das mesmas 
espécies. Anticorpos produzidos contra o veneno de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho 
mostraram-se capaz de reconhecer epítopos lineares e conformacionais de 5 
isoformas de FLDs de L. intermedia (BUCH et al., 2015). Ainda, anticorpos produzidos 
contra FLDs de L. intermedia (recLiD1) foram capazes de reconhecer o veneno total 
de diversas espécies loxoscélicas, entre elas L. laeta e L. gaucho  (FELICORI et al., 
2006). Juntos, esses resultados demonstram que venenos de diferentes espécies 
loxoscélicas contem FLDs com epítopos imunogênicos altamente conservados e que 
isoformas recombinantes de FLDs, tanto selvagens quanto mutadas, conservam 
epítopos das enzimas nativas, e os dados apresentados nesse trabalho corroboram 
com essas observações.          
 As FLDs recombinantes, independentemente se possuíam mutações ou não, 
foram reconhecidas por anticorpos produzidos contra o veneno de L. intermedia, L. 
laeta e L. gaucho. Porém, é importante destacar que as proteínas foram mais bem 
reconhecidas por seus anticorpos homólogos, o que pôde ser evidenciado pela 
diferente intensidade das bandas no ensaio de western blot. Portanto, as FLDs 
loxoscélicas apesar de compartilharem boa parte dos seus epítopos imunogênicos, 
não possuem 100% de similaridade entre eles, o que demonstra a importância do uso 
de FLDs das 3 espécies em uma vacina, constituindo uma formulação trivalente capaz 
de proteger o organismo da ação danosa das FLDs do veneno das 3 espécies. 
Após a obtenção dos antígenos, comprovação da inatividade e 
imunogenicidade, diferentes ensaios foram realizados a fim de testar se os antígenos 
escolhidos são capazes de proteger animais frente o loxoscelismo cutâneo e 
sistêmico. Para isso 3 formulações vacinais, com diferentes quantidades de 
antígenos, foram testados em coelhos.  
Em nossos ensaios todos os animais não vacinados desafiados com o veneno 
de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho apresentaram os sinais macroscópicos do 
loxoscelismo cutâneo (ISBISTER & FAN, 2011). Três horas após a inoculação do 
veneno a maioria dos animais apresentavam: edema, eritema e equimose local, e em 




gravitacional. A lesão progrediu para a formação de crosta necrótica observada na 
maioria dos animais em até 96 horas. Todos esses resultados corroboram com os 
achados macroscópicos após a inoculação experimental de veneno de L. intermedia 
em coelhos (PAULI et al., 2009). Além disso, as lesões cutâneas encontradas em 
coelhos se assemelham muito às lesões descritas no loxoscelismo cutâneo em 
humanos (ISBISTER & FAN, 2011). Isso demonstra a eficácia dos venenos e doses 
utilizados em reproduzir lesões cutâneas características e valida o modelo animal 
escolhido para testar o efeito protetor da vacina frente ao loxoscelismo cutâneo. 
Em um ensaio inicial, duas formulações vacinais foram testadas, com 
diferentes massas de antígenos. Formulação 1: 50 μg, 100 μg e 300 μg de antígenos. 
Formulação 2: 100 μg, 150 μg e 400 μg de antígenos. Em comparação com os animais 
controle negativo, os animais vacinados desenvolveram lesões mais brandas após a 
inoculação dos venenos das três espécies. Entretanto, após 24 horas alguns animais 
apresentaram edema, eritema, equimose e dermonecrose, ainda que esses sintomas 
fossem visualmente menos expressivos do que os que se desenvolveram nos animais 
não vacinados. Não houve diferença significativa na resposta dos animais 
pertencentes à um ou outro esquema de imunização quando desafiados com os 
venenos, mostrando que a diferença nas quantidades de antígeno utilizadas não 
resultou em diferentes níveis de proteção. No ensaio de ELISA, também não foram 
observadas diferenças significativas na produção de anticorpos comparando ambas 
as formulações, o que pode explicar o resultado obtido macroscopicamente. 
 No entanto, esse ensaio inicial sustentou a eficácia dos antígenos escolhidos, 
porém revelou que esses esquema de imunização não protegeu integralmente os 
animais dos efeitos cutâneos desencadeados pelas toxinas. Ademais, esses ensaios 
iniciais mostraram que, nessas quantidades testadas, os antígenos eram seguros, 
pois durante o período de imunização os animais não demonstraram nenhuma 
alteração clínica que indicasse algum efeito colateral decorrente da inoculação do 
antígeno combinado com o adjuvante, segundo relato de médico veterinário que 
acompanhou os animais durante todo o período.  
Com o objetivo de aumentar a produção de anticorpos e, consequentemente, 
reforçar a proteção dos animais contra os efeitos tóxicos dos venenos, a quantidade 
de antígeno utilizada foi ampliada (HARLOW & LANE, 1988). Dessa forma, o terceiro 
protocolo de imunização avaliado continha 3 imunizações com 300 μg, 600 μg e 1mg 




não tóxicas para coelhos (HARLOW & LANE, 1988). Não foi possível constatar 
melhora ou diminuição das lesões cutâneas desencadeadas pelos venenos 
loxoscélicos nos animais desse grupo em relação aos animais vacinados com menor 
quantidade de antígeno (formulações 1 e 2). Isso sugere que esse incremento na 
massa de antígeno não resultou em uma melhor proteção contra a ação local das 
toxinas. 
De fato, ensaios de ELISA e Western Blot comprovaram a eficácia das 
vacinações em produzir anticorpos em animais vacinados capazes de reconhecer as 
FLDs nativas do veneno loxoscélico. Ainda, o ensaio de ELISA demonstrou a que a 
formulação 3 foi mais eficiente na indução da produção de anticorpos do que as 
formulações 1 e 2 (diferenças significativas não foram observadas entre essas 2 
formulações). O ensaio de Western Blot também sugeriu o mesmo, visto que os 
anticorpos produzidos pelas formulações 1 e 2 não foram suficientes para a 
imunodetecção na mesma diluição que os anticorpos produzidos pela formulação 3. 
Esses ensaios de detecção de anticorpos em conjunto com os ensaios 
macroscópicos, sugerem que o incremento na quantidade de anticorpos produzidos 
não refletiu em melhora na proteção contra a ação local das toxinas loxoscélicas. 
 O ensaio de ELISA não demonstrou uma resposta de anticorpos 
significativamente superior frente a algum dos venenos loxoscélicos (exceto na 
formulação 1 comparando os venenos de L. intermedia e L. gaucho). Apesar disso, 
macroscopicamente, as 3 formulações vacinais testadas desencadearam respostas 
superiores frente ao veneno de L. laeta e L. gaucho do que frente ao veneno de L. 
intermedia. Mais uma vez demonstrando que a produção de anticorpos não está 
necessariamente relacionada com a capacidade de neutralização dos efeitos 
biológicos locais. Na terceira formulação vacinal, o acompanhamento da progressão 
das lesões dos animais vacinados desafiados com o veneno de L. intermedia revelou 
a formação de crosta dermonecrótica em todos os animais em até 96 horas. Já os 
animais desafiados com os venenos de L. laeta e L. gaucho não apresentaram a 
formação de crosta dermonecrótica no mesmo período avaliado. Apesar disso, a 
maioria dos animais apresentavam placa marmórea.  
A placa marmórea caracteriza-se pelas suas cores azul (devido à equimose), 
branca (isquemia) e vermelha (eritema) (ISBISTER & FAN, 2011). A isquemia ocorre 
por privação do suprimento sanguíneo e está diretamente relacionada com a formação 




desafiados com o veneno de L. laeta e L. gaucho apresentavam sinais macroscópicos 
do início do desenvolvimento de dermonecrose com possível posterior formação de 
crosta dermonecrótica. 
É fato que essa é a primeira vez que FLDs de veneno de aranhas marrons com 
mutações sítio-dirigidas são utilizadas como antígenos em protocolos de imunização 
que podem contar com uma quantidade tão alta de antígeno aplicado. Trabalhos 
anteriores avaliaram preparações de antígenos contendo epítopos dessas FLDs. 
ARAÚJO e colaboradores (2003), por exemplo, desenvolveram uma vacina anti-
loxoscélica formulada com FLD fusionada sem atividade dermonecrótica (3 doses de 
20 μg) que não demonstrou capacidade de proteger totalmente coelhos contra a 
dermonecrose causada pelo veneno de L. intermedia. Apesar disso, as lesões 
também foram muito mais brandas do que as encontradas nos animais controle 
negativo (ARAUJO et al., 2003). Ainda, uma vacina com base em peptídeos de FLD 
demonstrou capacidade de proteção de 60% frente à dermonecrose causada pelo 
veneno de L. intermedia (de MOURA et al., 2011). 
Recentemente, uma formulação vacinal que usou como antígeno uma quimera 
recombinante contendo epítopos lineares e conformacionais de FLDs de L. intermedia 
e L. gaucho, além de epítopos lineares de metaloprotease e hialuronidase de L. 
intermedia (rMEPLox) foi testada (LIMA et al., 2018a). Neste estudo foi relatada uma 
proteção integral frente à dermonecrose causada pelo veneno de L. intermedia em até 
72 horas (LIMA et al., 2018a). Contudo, neste estudo os animais receberam 7 doses 
da vacina com rMEPLox e imagens das lesões cutâneas não foram mostradas para 
avaliação da presença de placa marmórea com pontos isquêmicos.  
Nem mesmo o soro comercial loxoscélico utilizado no Brasil demonstrou 
capacidade de inibir completamente as atividades causadas pelo veneno de L. 
intermedia. Este soro apresentou capacidade de diminuir em 87% a área de 
dermonecrose em coelhos quando administrado em até 6 horas após o 
envenenamento (PAULI et al., 2009).        
 Além da formação de dermonecrose outros sinais clínicos também são 
comumente observados após acidentes envolvendo Loxosceles sp., entre esses estão 
edema, eritema e equimose (ISBISTER & FAN, 2011). Macroscopicamente, a vacina 
avaliada no presente trabalho não foi integralmente protetiva frente a equimose e 
eritema na maioria dos animais em nenhum dos esquemas de vacinação testados. 




intensidade desses parâmetros nos animais vacinados. Além disso, a vacina mostrou 
grande capacidade em reduzir a formação de edema. Mensurações demonstraram 
que, em média, a redução no desenvolvimento de edema foi na ordem de 87%, 89% 
e 96% para os venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho, respectivamente. 
 PAULI e colaboradores (2009) relataram que a soroterapia comercial 
antiloxoscélica também não é plenamente efetiva na proteção dos animais no que se 
refere ao desenvolvimento de edema, eritema e equimose. A soroterapia só 
demonstrou redução significativa no edema quando aplicada em até 6 horas após o 
envenenamento (PAULI et al., 2009). Ainda nesse estudo, tanto os animais do grupo 
controle quanto os animais tratados com o soro antiloxoscélico apresentaram pico de 
formação de edema em 24 horas, corroborando com nossos resultados em que o pico 
da formação de edema ocorreu entre 24 e 48 horas.      
 Outras formulações vacinais antiloxoscélicas também não tiveram capacidade 
de reduzir integralmente todos os sinais clínicos do loxoscelismo. DE MOURA e 
colaboradores (2011) observaram 80% de proteção frente aos danos hemorrágicos 
causados pelo veneno de L. intermedia em animais vacinados com mimotopos de 
FLDs. Esses imunógenos foram capazes de proteger apenas parcialmente frente à 
formação de edema, reduzindo esse parâmetro em apenas 30%. A formulação vacinal 
com antígenos de rMEPLox, apesar de reduzir completamente a área dermonecrótica, 
não foi avaliada frente aos outros parâmetros cutâneos e imagens não foram 
mostradas para comparação (LIMA et al., 2018a).     
 A rapidez da ação das toxinas do veneno loxoscélico pode ser uma das 
explicações para os métodos de tratamento e de prevenção ao loxoscelismo não 
serem completamente eficazes frente às lesões cutâneas. Estudos histopatológicos 
de biópsias de pele de coelhos inoculados experimentalmente com veneno de L. 
intermedia revelaram que após 4 horas da inoculação há ocorrência de um intenso 
infiltrado inflamatório (basicamente neutrófilos) no tecido conjuntivo e tecidos 
subcutâneos mais profundos, desorganização das fibras colágenas com deposição de 
fibrina no tecido conjuntivo indicando um aumento da permeabilidade vascular com 
exsudação e edema intersticial (OSPEDAL et al., 2002). No mesmo tempo também 
foi detectada trombose dos vasos sanguíneos dérmicos e degeneração das paredes 
dos vasos sanguíneos (OSPEDAL et al., 2002). PAULI e colaboradores (2009) 
verificaram a ação macroscópica do veneno já nos primeiros 90 minutos após a 




efeitos precoces do veneno também foram visualizados macroscopicamente neste 
trabalho nos animais do grupo controle negativo e na maioria dos animais vacinados, 
embora os efeitos do veneno foram mais brandos nos últimos. O estudo de PAULI e 
colaboradores (2009) constatou que a dermonecrose macroscópica só ocorreu a partir 
de 12 horas após inoculação de veneno.     
 Embora após quatro horas da inoculação do veneno ainda não sejam 
observadas necrose tecidual e hemorragia, nesse período inicial já está instalado um 
intenso quadro inflamatório no local. Dessa forma já há naquela região a presença e 
ação de inúmeros mediadores inflamatórios que produzem um cenário patológico 
difícil de ser controlado.         
 Nesse contexto, também é necessário avaliar o mecanismo de ação do veneno. 
Já é sabido que a necrose ocorre quando há a quebra da integridade da membrana 
celular e que FLDs são capazes de degradar diversos lipídeos de membrana  
(DUNBAR et al., 2019; LAJOIE et al., 2015; CHAVES-MOREIRA et al., 2011; LEE & 
LYNCH, 2005). O rompimento da integridade da membrana leva a um fluxo de íons e 
fluídos da matriz extracelular provocando inchaço das organelas (DUNBAR et al., 
2019). Quando as membranas das organelas se rompem são liberados no citosol 
diversas enzimas proteolíticas, causando uma cascata de degradação de outras 
células (DUNBAR et al., 2019). 
Porém, atualmente, acredita-se que a necrose pode também ocorrer por um 
evento programado (necroptose) resultante de um processo regulado que pode ser 
favorecido pelo sistema imunológico (PASPARAKIS & VANDENABEELE; 2015; 
VANDEN BERGHE et al., 2014). No nível celular, citocinas, incluindo interleucina e 
fator de necrose tumoral (TNF), medeiam a comunicação através de vias de 
sinalização e parecem desencadear o processo de necroptose até mesmo em células 
que não sofreram a ação do veneno (DUNBAR et al., 2019).   
 A clivagem de lipídeos de membrana por FLDs loxoscélicas já foi relacionada 
com a liberação de metabólitos bioativos. Por exemplo, a clivagem de esfingomielina 
libera ceramida, descrita como mediador de resposta inflamatória (LAJOIE et al., 
2015; CHAVES-MOREIRA et al., 2011; LEE & LYNCH, 2005). Dentre as diversas 
funções das ceramidas, elas já foram descritas como importantes reguladores de TNF 
(HANNUN, 1994). DOMINGOS e colaboradores (2003) demonstraram in vitro que a 




camundongos, que normalmente não desenvolvem dermonecrose após inoculação 
desse veneno, induz a liberação de TNF-α por macrófagos, gerando dermonecrose.  
Esses resultados reforçam a ideia de que a dermonecrose pode ser 
desencadeada rapidamente através de diversas vias e sem a necessidade de muitas 
FLDs ativas. O que sustenta o fato de que a ausência de sinais clínicos em animais 
vacinados ou até mesmo na soroterapia seja algo muito difícil de alcançar. 
Geralmente, mesmo na soroterapia, o que se busca é a diminuição dos sinais clínicos 
do loxoscelismo. 
Nem mesmo a vacinação de animais com o veneno total de L. intermedia 
demonstrou 100% de redução dos sinais clínicos do loxoscelismo cutâneo. MOURA e 
colaboradores (2011) obtiveram 90% de redução da dermonecrose e dos efeitos 
hemorrágicos e apenas 15% em redução de edema frente ao veneno total. Animais 
vacinados com esse veneno e desafiados com uma FLD recombinante (LiD1) 
apresentaram 90% de redução na dermonecrose e efeitos hemorrágicos e 20% na 
redução de edema (DIAS-LOPES et al., 2010). Estudos que também sustentam a 
agilidade da ação das moléculas do veneno e desencadeamento de um processo 
irreversível de necrose.         
 Ainda, a dificuldade de os anticorpos circulantes chegarem ao local de ação do 
veneno pode ser mais um dos problemas para o combate eficaz do loxoscelismo 
cutâneo. Estudos mostram que os antivenenos em geral oferecem pouca proteção 
contra os danos no tecido local por causa da rapidez com a qual esses tecidos são 
degradados ou porque o antiveneno administrado sistemicamente falha em atingir o 
tecido local (KEMPARAJU et al., 2006). 
Outro fator que não pode deixar de ser considerado são as outras toxinas 
presentes no veneno, visto que os antígenos utilizados no nosso esquema de 
vacinação são somente FLDs. Três principais enzimas com ação sobre componentes 
da matriz extracelular (MEC) já foram descritas no veneno loxoscélico, são elas: as 
metaloproteases, as serinoproteases e as hialuronidases (FERRER et al., 2013; 
TREVISAN-SILVA et al., 2010; DA SILVEIRA et al., 2007; VEIGA et al., 2000; 
FEITOSA et al., 1998). 
Essas moléculas parecem ter papel primordial na desorganização MEC o que 
está diretamente relacionado com os sinais e sintomas do loxoscelismo. 
Experimentalmente, as hialuronidases foram relacionadas ao espalhamento 




FERRER et al., 2013). Ainda, por degradarem componentes da MEC, é sugerido que 
as metaloproteases e serinoproteases também ajudem no espalhamento local das 
outras toxinas do veneno. A falta de anticorpos neutralizantes contra essas moléculas 
também pode explicar a presença de edema, eritema e equimose nos animais 
vacinados.            
 Além das enzimas já citadas, a TCTP (do inglês Translationally Controlled 
Tumor Protein), também presente no veneno de Loxosceles sp., também já foi 
relacionada com os sintomas clínicos do loxoscelismo. Recentemente, a isoforma 
recombinante LiTCTP sozinha foi capaz de promover aumento da permeabilidade 
vascular e edema in vivo (BOIA-FERREIRA et al., 2019).  
Ademais, além das toxinas do veneno poderem atuar diretamente como fatores 
de espalhamento, estudos mostram que a ligação de FLDs loxoscélicas à 
queratinócitos induz o aumento da expressão e secreção de metaloproteinases de 
matriz (MMPs) endógenas (CORRÊA et al., 2016; PAIXÃO-CAVALCANTE et al., 
2006). Essas MMPs foram relacionadas à morte celular de queratinócitos, 
promovendo a dermonecrose independente de veneno (CORRÊA et al., 2016; 
PAIXÃO-CAVALCANTE et al., 2006). 
O sinergismo entre as toxinas do veneno parece ser primordial para a 
produção dos sinais e sintomas do loxoscelismo. Já é de conhecimento que o 
espalhamento gravitacional, edema e permeabilidade vascular são muito mais 
intensos após a exposição de animais ao veneno total do que à FLDs sozinhas 
(APPEL et al., 2008). Ainda, estudos comprovaram que a hialuronidase e a TCTP 
sozinhas desencadeiam efeitos muito brandos, porém têm capacidade de 
potencializar os efeitos das FLDs (BOIA-FERREIRA et al., 2019; FERRER et al., 
2013). A produção de anticorpos neutralizantes contra FLDs loxoscélicas pode 
explicar o sucesso da vacinação em reduzir bruscamente edema, eritema e equimose 
mesmo não produzindo antígenos contra todas as moléculas do veneno. Isso porque, 
estando o efeito das FLDs parcialmente neutralizados, o efeito dessas outras 
moléculas sozinhas não é tão efetivo quanto em conjunto com as FLDs.   
 O efeito protetivo da vacinação frente ao loxoscelismo sistêmico foi avaliado 
por meio da vacinação de coelhos e camundongos. Em coelhos, análises 
hematológicas e bioquímicas foram realizadas nos animais vacinados e não 
vacinados (controle negativo) antes da inoculação e 24 horas após a exposição aos 




Nos animais não vacinados, observou-se uma diminuição na contagem de 
leucócitos totais no sangue periférico 24 horas após o desafio com o veneno de L. 
intermedia. Esse mesmo achado foi feito por da Silva e colaboradores (2003) no 
sangue periférico de coelhos tratados com veneno de L. intermedia. Além disso, os 
nossos resultados mostram, pela contagem relativa (convertida em absoluta) dessas 
células, que houve diminuição na contagem tanto de heterofilos quanto de linfócitos. 
A diminuição do número de heterofilos circulantes corrobora com os achados de 
estudos anteriores (PAULI et al., 2009; TAVARES et al., 2004; DA SILVA et al. 2003), 
que relacionaram esse achado com o extenso influxo de heterofilos nos tecidos. Já foi 
verificado que após a ativação do sistema imunológico pelo veneno, alguns dos 
respondedores de primeira linha são leucócitos (DUNBAR et al., 2019), que 
respondem prontamente migrando para os tecidos lesionados. A contagem de 
linfócitos também diminuiu nesses animais após o desafio com o veneno de L. 
intermedia. Esse achado também foi relatado por TAVARES e colaboradores (2004) 
24 horas após a inoculação de veneno de L. gaucho em coelhos. Essa diminuição de 
linfócitos circulantes pode ser decorrente de uma depressão da medula óssea após 
24 horas da inoculação de veneno loxoscélico já descrita por DA SILVA e 
colaboradores (2003). Nos animais não vacinados tratados com o veneno de L. laeta 
a contagem total de leucócitos não variou 24 horas após o desafio com o veneno, e a 
contagem diferencial mostrou que o número de heterofilos e linfócitos também não foi 
alterado após a inoculação desse veneno.       
 Ao contrário dos animais controle, os animais vacinados desafiados com o 
veneno de L. intermedia e L. laeta apresentaram aumento no número de leucócitos 
totais. Após o desafio com o veneno de L. intermedia, o aumento do número de 
linfócitos no sangue periférico desses animais após a inoculação de veneno foi mais 
significativo do que o aumento do número de heterofilos, que praticamente foi mantido. 
O número de linfócitos circulantes também aumentou nos animais vacinados após o 
desafio com veneno de L. laeta. É de conhecimento que os anticorpos são produzidos 
por uma subpopulação de linfócitos, os linfócitos B. Essas células quando encontram 
o antígeno (FLDs nativas do veneno) são estimuladas a se dividir e se diferenciar em 
plasmócitos e células B de memória (MOSER & LEO, 2010). A maioria dos 
plasmócitos voltam para a medula óssea, onde produzem grandes quantidades de 
anticorpos solúveis (MOSER & LEO, 2010). Portanto, o aumento na porcentagem de 




sistema imune, com uma proliferação maciça de linfócitos B de memória produzidos 
ao longo do esquema de vacinação, agora em resposta à presença de fosfolipases-D 
do veneno total. A diminuição do número de heterofilos no sangue periférico de 
animais vacinados tratados com veneno de L. laeta vai contra os achados do grupo 
tratado com veneno de L. intermedia e também não corrobora com os achados 
macroscópicos da pele desses animais após 24 horas do desafio com o veneno 
(ausência de dermonecrose). Outro problema hematológico correlacionado ao veneno 
de Loxosceles é a hemólise intravascular  (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001; FUTRELL, 
1992). Diversas FLDs loxoscélicas já demonstraram capacidade in vivo de causar 
hemólise (FERNANDES PEDROSA et al., 2002; VUITIKA et al., 2013; MAGALHÃES 
et al., 2013). CHAVES-MOREIRA e colaboradores (2011) demonstraram que a 
hemólise de eritrócitos humanos induzida por FLDs é dependente da clivagem de 
fosfolipídios de membrana. Os produtos bioativos gerados são os responsáveis por 
estimular um influxo de cálcio nos glóbulos vermelhos causando hemólise. 
 A análise da série vermelha do sangue revelou um decréscimo na contagem 
de eritrócitos e hematócritos em animais controle e vacinados após a exposição do 
veneno de L. intermedia. Apesar disso, as taxas de hemoglobina permaneceram 
praticamente inalteradas, indicando ausência de hemólise significativa. Isso também 
foi observado para animais vacinados desafiados com esse veneno.    
 Já os animais do grupo controle desafiados com o veneno de L. laeta 
apresentaram alteração estatisticamente significativa em hemoglobina. Nesses 
animais a contagem de eritrócitos e hematócritos também foi diminuída, resultados 
que sugerem uma tendência de hemólise. Os animais vacinados também 
apresentaram decréscimo nesses parâmetros, porém os valores não foram 
estatisticamente significativos e as diminuições foram menores do que nos animais 
controle.          
 Apesar das alterações ocorridas após a inoculação dos venenos loxoscélicos 
todos os parâmetros avaliados no eritrograma estavam dentro dos parâmetros 
sugeridos para a espécie (CARPENTER & MARION, 2018).    
 Da Silva e colaboradores também não verificaram alteração significativa na 
contagem de eritrócitos e na concentração de hemoglobina do sangue periférico de 
coelhos tratados com veneno de L. intermedia. PAULI e colaboradores (2009) 
observaram quedas nas contagens de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito apenas 




e colaboradores (2004) encontraram diminuições significativas nesses parâmetros em 
72 horas pós inoculação do veneno de L. gaucho.     
 Além disso, é importante observar que ambos os estudos utilizaram maiores 
quantidades de veneno total (16 μg no de PAULI et al. 2009 e 30-40 μg no de 
TAVARES et al. 2004) e que mesmo assim não foram detectados sinais de hemólise 
intravascular. Nestes estudos, as quedas nas contagens de eritrócitos, hemoglobina 
e hematócrito foram relacionadas com o processo hemorrágico observado no local de 
aplicação do veneno (PAULI et al., 2009; TAVARES et al., 2004), o que também pode 
explicar os resultados do eritrograma obtidos neste estudo.   
 Eritrócitos de coelhos não contém glicoforinas, proteínas de membrana que 
possuem papel importante na ativação da hemólise mediada por complemento em 
eritrócitos humanos (TAMBOURGI et al., 2000), o que sugere que coelhos sejam 
pouco susceptíveis à hemólise indireta (via Sistema Complemento) causada pelo 
veneno loxoscélico. Isso porque, na hemólise dependente de complemento a ação 
esfingomielinásica das FLDs ativa metaloproteinases endógenas que removem 
glicoforinas da membrana de eritrócitos, facilitando a ativação desses pelo Sistema 
Complemento autólogo, gerando hemólise (TAMBOURGI et al., 2000). Apesar disso, 
foi demonstrado in vitro que eritrócitos de coelho também são susceptíveis a hemólise 
direta, independente do Sistema Complemento (CHAVES-MOREIRA et al., 2009).  
Além de hemólise, no loxoscelismo sistêmico alterações em órgãos também 
podem ocorrer, mais comumente dos rins e fígado (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001; 
LUNG & MALLORY, 2000). Portanto, além das alterações hematológicas também 
foram avaliados parâmetros bioquímicos sorológicos dos animais controle e vacinados 
expostos ao veneno.         
 De fato, o principal motivo de óbitos decorrentes do loxoscelismo é a 
insuficiência renal aguda (IRA) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001). Estudos das 
estruturas renais de camundongos expostos ao veneno de Loxosceles mostraram 
citotoxicidade sobre células epiteliais e endoteliais glomerulares, alterações na 
membrana basal e degeneração das células epiteliais tubulares (LUCIANO et al., 
2004). Isoladamente, LiRecDT1 mostrou-se capaz de desencadear efeito nefrotóxico 
direto, tal como o veneno bruto, sugerindo que a nefrotoxicidade é dependente da 
atividade fosfolipásica do veneno total (KUSMA et al., 2008; CHAIM et al., 2006). 
 A creatinina e a ureia são moléculas filtradas pelos glomérulos renais 




renal, filtração glomerular ou eliminação da urina eleva as concentrações dessas 
proteínas na corrente sanguínea (BENSON & PAUL-MURPHY, 1999).   
 Neste estudo, os níveis de ureia sérica dos animais vacinados que tiveram uma 
amostra de sangue periférico coletado 24 horas após o desafio com o veneno de L. 
gaucho estavam aumentados. Já os níveis de ureia sérica dos animais pertencentes 
a todos os outros grupos analisados mantiveram-se dentro dos limites dos valores de 
referência. Porém, nos animais vacinados e desafiados com o veneno de L. gaucho, 
ao contrário dos níveis de ureia, os níveis de creatinina não estavam aumentados, 
levando a crer que essa alteração não indica dano renal. Além disso, é importante 
salientar que muitos fatores influenciam as concentrações de ureia sérica em coelhos 
e pequenas flutuações nesse indicador são difíceis de interpretar (HARCOURT-
BROWN, 2007).          
 Alterações nos níveis séricos de ureia e creatinina são observados em 
pacientes com loxoscelismo sistêmico (NGUYEN & PANDEY, 2019; DE SOUZA et al., 
2008). Apesar disso, não existem estudos mostrando alteração nesses parâmetros 
em coelhos. A inoculação experimental de veneno de L. intermedia e L. gaucho não 
causou alteração em creatinina e ureia sérica em até 5 dias após envenenamento 
(PAULI et al., 2009; TAVARES et al., 2004). Portanto, os dados obtidos em nossos 
experimentos estão de acordo com a literatura.     
 Apesar das FLDs loxoscélicas poderem ligar-se diretamente nas estruturas 
renais, a hemoglobina plasmática liberada durante a hemólise intravascular 
disseminada é considerada um dos principais fatores que levam à insuficiência renal 
no loxoscelismo sistêmico (KUSMA et al., 2008; CHAIM et al., 2006; MÁLAQUE et al., 
2002; FUTRELL, 1992). No presente estudo, não foram visualizados sinais 
contundentes de hemólise intravascular, o que pode explicar a ausência de danos 
renais nos animais avaliados.        
 Além disso, a creatinina e ureia sérica não são indicadores sensíveis para 
função renal comprometida em coelhos e roedores (HARCOURT-BROWN, 2013; 
HARCOURT-BROWN, 2007). Estudos demonstram que 50 a 75% da função renal 
tem que ser perdida antes das concentrações de ureia e creatinina sérica aumentarem 
em coelhos (CAMPBELL, 2004; BENSON & PAUL-MURPHY, 1999). Portanto, outros 
marcadores mais sensíveis teriam que ser avaliados.    
 Além dos danos renais, sinais de danos hepáticos também já foram descritos 




inoculados experimentalmente com o veneno de L. intermedia e LiRecDT1 
desenvolveram danos hepáticos  (CHRISTOFF et al., 2008). Contudo, os danos 
causados pelo veneno loxoscélicos devem-se apenas em parte à ação das FLDs, 
outras moléculas tem participação importante no desenvolvimento da 
hepatotoxicidade (CHRISTOFF et al., 2008).    
 Clinicamente, níveis plasmáticos aumentados de AST e ALT são considerados 
indicadores importantes de lesões hepáticas celulares (PEICHOTO et al., 2006). 
Essas enzimas podem ser facilmente detectadas em quantidades muito pequenas e 
a liberação dessas pode ser causada tanto pela lise celular quanto pelo aumento da 
permeabilidade da membrana plasmática (CHRISTOFF et al., 2008; PEICHOTO et 
al., 2006 BABCOCK et al., 1981).       
 Alterações em ALT foram encontradas em animais controle e vacinados. 
Contudo, essa enzima possui pouca especificidade tecidual em coelhos, não sendo 
um bom indicador de dano hepático (MEREDITH e RAYMENT, 2000).  
 Alterações também foram observados em AST após a inoculação do veneno 
de L. gaucho (animais controle e vacinados). Em coelhos, maiores atividades dessa 
enzima são observadas no fígado e músculo esquelético (MANNING et al., 1974). Ou 
seja, além de lesões hepáticas reversíveis e necrose celular hepática, aumentos 
nessa enzima também podem indicar lesão muscular  
(MANNING et al., 1974). Embora a CK-Muscular seja um marcador mais específico 
que AST para lesões musculares, a dosagem de AST é frequentemente utilizada 
como complemento de mudanças observadas em CK-M (KANECO et al., 1997). No 
presente estudo, os níveis de CK muscular também se encontraram alterados, 
indicando que o aumento de AST pode estar relacionado com os danos musculares 
causados pelo veneno loxoscélico (OSPEDAL et al., 2002). Alterações em AST e CK 
observadas em 0 horas podem ser devidos à vacinação intramuscular, tanto em 
animais controle quanto em animais vacinados. Além disso, estudos relacionam o 
aumento de CK muscular com o esforço exercido pelos animais durante a contenção 
para coleta de sangue (KORN et al., 2018; HEIN & HARTMANN, 2003).  
 A dosagem de lactato desidrogenase (LDH) também pode ser utilizada como 
marcador de danos hepáticos. No entanto, é considerado um parâmetro pouco 
específico, visto que é uma enzima intracelular e sua liberação na circulação pode ser 
resultado de um ligeiro dano celular e perda de citoplasma até necrose celular severa 




Uma hemólise leve, por exemplo, já eleva os níveis dessa enzima no soro. No 
presente estudo, valores elevados de LDH foram observados nos animais antes 
mesmo da aplicação de veneno. Comprovadamente, uma das limitações importantes 
para a avaliação desse parâmetro é o uso de anestésicos, a coleta de sangue da 
maioria dos animais foi realizada através de punção cardíaca após a aplicação de 
cetamina e xilazina. Agentes anestésicos causam depressão do sistema respiratório 
e cardiovascular, o que reduz a perfusão tecidual  (ATALAN et al., 2019). Com isso, o 
metabolismo anaeróbico começa a produzir lactato causando um aumento no nível de 
glicose no sangue (ATALAN et al., 2019). Nessa situação, o fígado produz glicose 
mais que o normal e os valores de LDH aumentam. Além disso, a intensificação da 
atividade de LDH e AST pode ser causada por um aumento nas concentrações de 
agentes anestésicos no fígado (ATALAN et al., 2019). Alterações nesses parâmetros 
já foram vistas em coelhos após a administração de diversos anestésicos, entre eles 
a xilazina (ATALAN et al., 2019; GIL, SILVÁN & ILLERA, 2007). O uso de anestésicos 
e a punção cardíaca também poderiam causar alterações em ALT, visto que essa 
enzima, em coelhos, é similar no fígado e coração (MEREDITH e RAYMENT, 2000).
 Em coelhos, toda a GGT sérica tem origem hepática e níveis elevados dessa 
enzima podem indicar danos hepatocelulares e estase da bile (MEREDITH e 
RAYMENT, 2000). No presente estudo, alterações nos níveis séricos dessa enzima 
foram observadas em animais desafiados com o veneno de L. intermedia e L. laeta, 
mas essas alterações já estavam presentes antes mesmo do desafio com o veneno 
total. Como não é possível relacionar essas modificações com o envenenamento, é 
possível que elas estejam associadas ao processo de imunização. Além disso, é 
interessante observar que animais desafiados com o veneno de L. gaucho apesar de 
possuírem alterações em ALT e AST não apresentaram alterações em GGT. 
 De fato, nenhum teste bioquímico comercial de dosagem dessas enzimas é 
altamente específico para enzimas hepáticas de coelhos. Para determinar quais 
tecidos são responsáveis pela elevação de enzimas circulantes causadoras de 
patologia, o exame físico, a história, a sinalização e outros dados laboratoriais devem 
ser considerados (BENSON & PAUL-MURPHY, 1999). Portanto, é possível concluir 
que não há dados suficientes para constatar lesão hepática causada pela vacinação 
ou pelo envenenamento nos coelhos avaliados no presente estudo. 
 Estudos anteriores de coelhos inoculados experimentalmente com os venenos 




para constatação de lesão hepática, mesmo com maiores massas de veneno 
utilizadas e com avaliações em tempos posteriores (PAULI et al., 2009; TAVARES et 
al., 2004).          
 Apesar dos achados laboratoriais bioquímicos dos coelhos não indicarem 
lesões renais e hepáticas decorrentes do envenenamento, a análise geral dos 
resultados antes do desafio com os venenos indica que a vacinação não alterou de 
forma significativa o estado geral de saúde desses animais.   
 Coelhos, humanos e porquinhos-da-índia são pouco susceptíveis ao 
loxoscelismo sistêmico. Isso porque o veneno geralmente fica acumulado no local do 
acidente evitando a propagação do veneno mas causando necrose (DUNBAR et al., 
2019). Estudos sugerem que o veneno de Loxosceles não é capaz de produzir 
dermonecrose em camundongos e ratos porque a esfingomielina é estruturalmente 
diferente de outras espécies (DOMINGOS et al., 2003). Portanto, nesses animais o 
veneno tem maior potencial de propagação, resultando mais facilmente nos efeitos 
letais do loxoscelismo sistêmico (DUNBAR et al., 2019). Sendo assim, camundongos 
e ratos são modelos animais melhores para o estudo dos benefícios de um protocolo 
de vacinação na proteção contra o loxoscelismo sistêmico causado pela vacinação.
 Sabe-se que o veneno de Loxosceles e as FLDs desencadeiam altas taxas de 
letalidade em camundongos. RIBEIRO e colaboradores (2007) em um ensaio de 
nesse modelo animal compararam as taxas de letalidade induzidas pelo veneno de L. 
intermedia e LiRecDT1. Neste, 50 μg/kg de veneno total foram capazes de induzir 
100% de letalidade em 48 horas, enquanto a mesma quantidade de LiRecDT1 só foi 
capaz de causar efeitos letais sobre 60% dos animais. 
 No presente estudo camundongos do grupo controle (não vacinados) 
apresentaram 100% de letalidade quando desafiados com veneno de L. intermedia 
(10 μg/20 gramas) e camundongos vacinados 21% de letalidade. Esses dados 
demonstram que a vacina foi capaz de proteger com eficiência camundongos contra 
os danos sistêmicos.         
 O uso de FLDs em protocolos de vacinação já demonstrou efeito protetivo em 
camundongos anteriormente. FELICORI e colaboradores (2006) observaram proteção 
de 75% frente a 2.5 DL50 (25 μg/20 gramas) de veneno de L. intermedia em 48 horas. 
DIAS-LOPES e colaboradores (2010) usaram um peptídeo sintético com epítopos de 
FLDs com adjuvante, encontrando 75% de proteção frente a 1.5 DL50 (15 μg/20 




encontravam vivos neste tempo.       
 Apesar desses estudos terem demonstrado proteção frente a massas maiores 
do veneno, o método de dosagem do veneno não foi exposto. Além disso, no presente 
trabalho o parâmetro utilizado para o desafio foi a quantidade de proteína presente 
nos venenos utilizados, e não a DL50. Venenos com a mesma concentração de 
proteínas podem ter toxicidades bem diferentes, enquanto venenos com a mesma 
toxicidade podem ter concentrações de proteína bem diferentes (EL HAFNY et al., 
2002). Ademais, esses estudos utilizaram como adjuvantes os reagentes de Freund 
completo e incompleto. A superioridade na produção de anticorpos circulantes 
produzidos por esse adjuvante em camundongos em comparação com o hidróxido de 
alumínio já foi relatada anteriormente (TRIPATHI & SHRIVASTAVA, 2018).      
 Estudos demonstraram que o produto da incubação de veneno de L. intermedia 
com anticorpos produzidos contra FLDs inteiras ou epítopos selecionados não foi 
capaz de causar letalidade em camundongos  (ARAUJO et al., 2003), sugerindo que 
as FLDs são as únicas moléculas responsáveis por causar letalidade em 
camundongos. O fato de a vacina com FLDs não ter resultado na mesma proteção 
nos leva a crer que quantidade de anticorpos circulantes não era o suficiente para 
neutralizar as FLDs loxoscélicas ou que o mecanismo de ação dessas moléculas pode 
desencadear efeitos mais rapidamente do que são neutralizadas pelos anticorpos. 
 Contrariamente, outros estudos sugerem que as outras moléculas do veneno 
são importantes para a letalidade do veneno. A vacinação com veneno total foi capaz 
de proteger 100% dos animais frente a 7.5 DL50 de veneno de L. intermedia (75 μg/20 
gramas) enquanto que a vacinação com uma FLD apresentou 50% de proteção frente 
ao mesmo desafio (ARAUJO et al., 2003). Ainda, 50 μg de veneno total foi capaz de 
induzir 100% de letalidade em camundongos em 48 horas, a mesma quantidade de 
LiRecDT1 só foi capaz de induzir 60% de letalidade neste tempo (RIBEIRO et al., 
2007). Esses estudos demonstram que outros componentes do veneno, além das 
FLDs, podem desencadear morte em camundongos ou até mesmo potencializarem a 
ação das FLDs.          
 A neutralização das atividades letais do veneno em camundongos incubando 
anticorpos produzidos em coelhos contra rMEPLox (peptídeo sintético com epítopos 
de diversas toxinas loxoscélicas) também não apresentou 100% de proteção frente 
aos efeitos letais. Neste estudo, proteções de 60% foram observadas frente a 2,5 DL50 




 De fato, o principal motivo que pode causar o óbito no loxoscelismo sistêmico 
é a falência renal aguda. Em camundongos, foi demonstrada uma atividade direta das 
FLDs sob estruturas renais de camundongos, sugerindo que essas moléculas são 
responsáveis pela falência renal aguda nesses animais, não sendo dependente de 
hemólise intravascular disseminada (LUCIANO et al., 2004). Ainda, outro órgão 
importante acometido pelo veneno é o fígado. No entanto, estudos em ratos 
demonstram que as FLDs são responsáveis apenas em parte pelos danos hepáticos, 
sugerindo que outras moléculas também são importantes na hepatotoxicidade 
(CHRISTOFF et al., 2008).         
 No presente estudo, a formulação vacinal testada em camundongos e coelhos 
continha apenas FLDs mutadas como antígenos, e ela mostrou efeitos protetivos 
frente ao loxoscelismo cutâneo e sistêmico. Essas FLDs, por estarem inativas, 
puderam ser utilizadas com antígenos em grandes quantidades, sem que os animais 
desenvolvessem reações indesejadas durante o protocolo de vacinação. Assim, os 
resultados apresentados neste trabalho mostram que o uso dessas enzimas 
recombinantes como antígenos é seguro e eficaz.  
 
6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Acidentes envolvendo o gênero Loxosceles são considerados um problema de 
saúde pública em diversos países e uma terapia definitiva ainda não foi estabelecida 
para o tratamento. No contexto do envenenamento, as fosfolipases-D demonstraram 
ser as moléculas mais relevantes por serem capazes de desenvolver a maioria dos 
sintomas típicos que ocorrem após a picada com aranhas desse gênero. Neste 
estudo, FLDs mutadas recombinantes de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho foram 
obtidas com sucesso. Por meio de mutações sítio dirigidas essas moléculas perderam 
a capacidade de promover suas principais atividades, o que as colocou como alvos 
moleculares interessantes para o tratamento do loxoscelismo. Essas enzimas podem 
ser utilizadas para a produção de uma soroterapia de segunda geração, 
possivelmente diminuindo os custos com a obtenção do veneno loxoscélico e o 
sofrimento animal relatados durante a produção. Além disso a inatividade possibilita o 
uso dessas enzimas como antígenos em formulações vacinais seguras. A vacinação 
anti-loxoscélica poderia ser uma estratégia adotada em áreas endêmicas, ou até para 




vacina trivalente usando FLDs mutadas recombinantes como antígeno foi testada in 
vivo. A vacinação demonstrou grande capacidade de proteger animais frente ao 
loxoscelismo cutâneo (ensaio de dermonecrose em coelhos) e sistêmico (ensaio de 
letalidade em camundongos). Apesar de a vacina desencadear grandes proteções 
frente ao loxoscelismo, outras formulações poderiam ser testadas. Como por exemplo, 
o aumento da massa de FLDs, outros adjuvantes ou a inclusão de outras moléculas 
do veneno loxoscélico. Além disso, os resultados apresentados aqui comprovam que 
esses antígenos podem ser utilizados para testes da produção de um soro anti-
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